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RESUMO

Os animais peconhentos desempenham um papel ecolégico importante e utilizam o
veneno para defesa. Os escorpides sao terrestres e amplamente distribuidos, com
Tityus serrulatus sendo a espécie mais comum no Brasil, predominante em varios
estados. Os casos de envenenamento por sua picada estdo aumentando, segundo o
Sistema de Informacdes e Agravos de notificacdo (SINAN). A picada pode causar
sintomas leves a graves, como dor, edema e eritema. Seu veneno contém 30% de
enzimas e 40% de pequenas proteinas, incluindo neurotoxinas que interagem com
canais ibnicos, influenciando a fisiologia do organismo afetado. A Tsl é a toxina
mais predominante no veneno do escorpido T. serrulatus e devido a sua forte
interacdo com os canais de Na', é extremamente potente e tOxica tanto para
mamiferos quanto para insetos. A intervencdo medicamentosa preconizada sao os
Soros anti-escorpionicos, eles sdo capazes de neutralizar as toxinas presentes no
veneno por meio da ligacdo antigeno-anticorpo. No entanto sua produc¢éo, devido ao
protocolo se basear na hiperimunizacdo de cavalos utilizando o veneno bruto como
imundgeno, ocasiona danos irreversiveis ao animal, diminuindo a qualidade e
expectativa de vida e levantando questbes bioética sobre este protocolo. Desta
forma, a busca por imunégenos menos danosos se faz cada vez mais necessarios.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi sintetizar e avaliar in vitro a seguranca de
um peptideo derivado de um epitopo conformacional da neurotoxina Tsl. Este
peptideo foi nomeado de CETsl. O peptideo foi quimicamente sintetizado pelo
técnica FMOC-sinteses e posteriormente caracterizado por Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS). ApOs por ensaios in vitro de
citotoxicidade (MTT) e hemocompatibilidade, pode-se verificar que o peptideo
CETs1 nao apresentou carater hemolitico e toxico, podendo ser uma boa alternativa
de estudo para viabilizar a producéo de soros anti-escorpionicos. Como CETs1 é
derivado de um epitopo conformacional, apresenta maior especificidade quanto a
ligacdo antigeno-anticorpo, podendo aumentar estimulo na producdo de

imunoglobulinas e diminuir possiveis reacfes cruzadas.

Palavras-chave: Tityus serrulatus; escorpionismo; Tsl, bioinformatica; peptideo

sintético, imundgeno



ABSTRACT

Venomous animals play a crucial ecological role and utilize venom for defense.
Scorpions are terrestrial and widely distributed, with Tityus serrulatus being the most
common species in Brazil, predominantly found in several states. Envenomation
cases due to its sting are increasing, according to the Sistema de Informacbes e
Agravos de Notificacdo (SINAN). The sting can cause mild to severe symptoms,
including pain, edema, and erythema. Its venom consists of 30% enzymes and 40%
small proteins, including neurotoxins that interact with ion channels, affecting the
physiology of the envenomed organism. Tsl is the most predominant toxin in T.
serrulatus venom and, due to its strong interaction with Na+ channels, it is highly
potent and toxic to mammals and insects. The recommended pharmacological
intervention involves antiscorpionic sera, neutralizing venom toxins through antigen-
antibody binding. However, serum production relies on hyperimmunization of horses
using crude venom as the immunogen, leading to irreversible damage, reduced
quality of life, and raising bioethical concerns regarding this protocol. Therefore, the
search for less harmful immunogens has become increasingly necessary. Thus, the
present study aimed to synthesize and evaluate in vitro the safety of a peptide
derived from a conformational epitope of the Tsl neurotoxin. This peptide was
designated CETs1. It was chemically synthesized using the FMOC strategy and
subsequently characterized by Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS).
In vitro cytotoxicity (MTT) and hemocompatibility assays demonstrated that CETs1
was neither hemolytic nor toxic, suggesting its potential as a viable candidate for
antiscorpionic serum development. Since CETs1 is derived from a conformational
epitope, it exhibits higher specificity in antigen-antibody binding, potentially
enhancing immunoglobulin production while reducing the likelihood of cross-

reactivity.

Keywords: Tityus serrulatus; scorpionism; Ts 1, bioinformatics; Synthetic peptide,

immunogen.
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1. INTRODUCAO
1.1. ANIMAIS PECONHENTOS

Os animais peconhentos estdo presentes nos mais diversos lugares do
planeta e representam um papel importante quando falamos de equilibrio ecolégico.
A maioria destes animais utilizam a peconha, popularmente conhecida como
veneno, para poder se defender de seus predadores ou mesmo como um
mecanismo de defesa. Alguns destes venenos apresentam risco ao ser humano
podendo, em alguns casos, serem fatais. E importante destacar que esses animais
possuem diferentes maneiras de inocular seu veneno em suas presas. Alguns
utilizam ferrdes ou outros mecanismos especificos para injetar suas toxinas,
enquanto outros empregam anexos bucais, como as presas das cobras ou as
queliceras nas aranhas (Dehghani; Kamiabi; Mohammadi, 2018).

Em estudos realizados por Jho et. al, (2011), foi apresentado que vitima
pode ser afetada tanto pelo veneno inoculado pela cobra quanto pela flora oral do
animal, pois em algumas espécies encontramos as bactérias gram-positivas como
Corynebacterium e Staphylococcus. Embora quando pensamos em animais
peconhentos, as cobras surgem para ndés como o principal correspondente, 0s
escorpides desempenham grande importancia neste grupo ja que sao responsaveis
por diversos acidentes em varias localidades

Os escorpifes sdo animais terrestres e existem ha aproximadamente 300
milhdes de anos. Eles estéo distribuidos por todo o mundo, presentes em todos os
continentes, exceto na Antartida, e adaptam-se a diversos ambientes, como grandes
altitudes, desertos, florestas tropicais e cavernas. (Shamoon, Zafar et al.,, 2017).
Algumas espécies de escorpides sdo endémicas e dependem das condi¢cdes
naturais de seus habitats originais, vivendo em pequenas populacdes com
mobilidade restrita. JA outras espécies sdo tidas como oportunistas, onde estes
animais possuem a habilidade de se adaptarem e colonizar ambientes, uma vez que
se reproduzem rapidamente. Além do fato de se reproduzirem rapidamente, estas
espécies de escorpides podem sobreviver longos periodos sem alimentagcédo, o que
ird garantir alta taxa de sobrevivéncia em condi¢des tidas como nao naturais, o que
€ 0 caso de escorpides localizados em grandes centros urbanos (Oliveira et al.,
2024).
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Esta estratégia de vida pode acabar alterando o ecossistema de uma
regido pois temos a alteracdo da prosperidade de uma espécie endémica por outra
oportunista, aumentando as chances de encontro com seres humanos e
consequentemente o numero de acidentes. Esse fendbmeno ocorre em diversas
partes do mundo onde o escorpionismo € um problema, como no norte da Africa,
Oriente Médio, india, México e América do Sul. Levanta-se a hipotese de que as
incursdes colonizadoras no interior do pais tenham perturbado o habitat original de
algumas espécies de escorpides, e que a fundacédo de novas cidades tenha criado
oportunidades de exploracéo para esses animais (Guerra-duarte et al., 2023).

Pertencentes a classe dos aracnideos dentro do subfilo Chelicerata, os
escorpides possuem quatro pares de apéndices distribuidos ao longo de seu corpo
segmentado, compreendendo o prosoma (cefalotdrax) e o opistossoma (abdémen e
cauda). Diversas espécies compreendem a familia destes animais, porém séao
encontradas no Brasil Tityus serrulatus, Tityus bahiensis, Tityus stigmurus e Tityus
obscurus (Figura 1), espécies estas que estdo classificadas dentro de 16 a 19
familias, dentre elas a familia Buthida, que abrange na faixa de 550 espécies,

destacando-se a espécie Tityus serrulatus (Reckziegel; Pinto, 2014).
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Figura 1 - Principais espécies de escorpiées de importancia médica no Brasil.
Fonte: GUERRA-DUARTE et al., 2023.

1.1.1. Espécie Tityus serrulatus no Brasil

O T. serrulatus € popularmente conhecido como escorpido amarelo e
representa uma espécie altamente especializada em adaptacdo aos ecossistemas
tropicais e subtropicais brasileiros. Esta espécie se caracteriza pelo seu tronco
escuro, apéndices e cauda amarelada e presenca de queliceras e pedipalpos bem
desenvolvidos no cefalotérax anterior, nos quais sao responsaveis por facilitar o
processo de alimentacdo. Na secdo terminal do opistossoma, chamada também de
telson, as glandulas secretoras de veneno abrigam o ferrdo, um aparelho
responsavel pela inoculacdo do veneno. Vale lembrar que o T. serrulatus leva este
nome devido a uma caracteristica anatdmica diferenciada em sua cauda, uma
estrutura semelhante a dentes ou serrilhas, que garantiram a designacéo da espécie

de “serrulatus” (Figura 2) (Oliveira et al., 2024).
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Figura 2 - Escorpido Tityus serrulatus: O Tityus serrulatus, comumente medindo entre 7 e 9
centimetros de comprimento, é caracterizado por sua coloracdo que varia do marrom ao marrom
escuro. O nome da espécie, "serrulatus”, origina-se do termo portugués "serrilha", em referéncia a
caracteristica serrilhada presente em sua cauda. Essa marca anatdmica distinta, destacada na
imagem com um circulo vermelho, é um dos elementos que identificam a espécie.

Fonte: OLIVEIRA et al., 2024

Segundo Lutz e Mello (1922) a espécie Tityus serrulatus estava entre as
espécies de maior relevancia médica devido ao numero de casos registrados no
Brasil em 1922. Desde entdo, essa espécie é responsavel pela maior parte dos
acidentes envolvendo escorpides no pais. O T. serrulatus possui ampla distribuicdo
geografica, sendo predominante nos estados de Minas Gerais, Bahia, Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e
Goias. Essa ampla distribuicdo se deve a sua facil adaptacdo ao ambiente urbano e
a sua reproducado partenogenética, uma forma de reproducédo assexuada (Lourenco;
Ythier; Cloudsley-Thompson, 2008; Marcussi, S. et al., 2011; Seiter; Stockmann,
2017).

Assim como observado em outras espécies de escorpifes, o T. serrulatus
apresenta grande resiliéncia durante periodos prolongados de privacdo de
alimentos, com relatos documentando individuos sobrevivendo até 400 dias sem
sustento (Oliveira et al.,, 2024). No entanto, essa resisténcia ndo se estende a
auséncia de acesso a agua, que surge como um determinante critico para o
sustento e sobrevivéncia da espécie. A capacidade de adaptacdo desse escorpido a
diferentes ambientes, suportando temperaturas extremas e mudancas climaticas,

contribui para seu bem-estar em diversas regides. Esses fatores, aliados a sua
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forma de reproducéo, agravam a ocorréncia de acidentes escorpionicos (Pimenta et
al., 2019).

1.1.2. Escorpionismo no Brasil

O escorpionismo se caracteriza por um quadro clinico ocasionado apos
um episédio de acidente escorpidnico. Isso se deve a inoculacdo do veneno que é
composto por uma infinidade de toxinas, que passam ativamente por meio do
aguilhdo. O Brasil € um dos principais paises acometidos criticamente pelo
escorpionismo. Os relatos de vitimas de picadas desses aracnideos no pais datam
desde 1915, na mesma época em que a terapia antiveneno para picadas de
escorpido foi desenvolvida. No entanto, é provavel que o escorpionismo ja ocorresse
na regido muito antes disso (Guerra-Duarte et al., 2023).

O envenenamento ocasionado pela picada de escorpides vem crescendo
cada vez mais e ja ocupam a primeira posi¢cdo entre os dados de acidentes com
animais peconhentos, eles somam um total de mais de 50% de ferimentos deste tipo
de acordo com o Sistema Nacional de Informagédo de Agravos (SINAN) e s6 em
Santa Catarina nos ultimos 20 anos estas estatisticas aumentaram cerca de 576%
segundo dados do Ministério da Saude do Brasil (Seemann et al., 2023).

Apesar da taxa de letalidade ser relativamente baixa no Brasil (cerca de
09 a 15%), dados anteriores comprovam que ao longo dos anos o numero de
incidentes decorrentes da picada de escorpides aumentou drasticamente na Ultima
década, isto é, passaram de aproximadamente 80.000 incidentes em 2013 para
mais de 180.000 em 2022, somando um percentual de aumento de mais ou menos
200% (Figura 3) (Oliveira et al., 2024).

A partir do ano de 2010 as notificacdes dos casos de acidentes com
escorpides se tornaram obrigatdrias em unidades de saude, porém o aumento de
casos pode estar relacionado com a quantidade de notificagcdes e ndo com o nimero
de acidentes por si s6. Vale ressaltar que os dados apresentados nos anos de 2020
e 2021 ainda estédo passando por revisdo devido a pandemia da doenca COVID-19.
Outro aspecto interessante é que por mais que o SINAN seja um recurso
fundamental no estudo da epidemiologia do escorpionismo, podem ser encontradas
algumas inconsisténcias devido a existéncia da chamada subnotificacdo de casos,
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isto €, estima-se que até 10% das picadas de escorpido podem néo ser notificadas

ao sistema oficial de vigilancia (Guerra-Duarte et al., 2023).
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Figura 3 - Tendéncias do escorpionismo no Brasil na dltima década: O eixo Y a
esquerda indica o numero de incidentes de picadas de escorpido, enquanto o eixo Y a direita
representa a taxa de letalidade em porcentagem (%).

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2024.

Alguns fatores como o0 aumento populacional, ambiente e a sazonalidade
podem aumentar ou diminuir a incidéncia de escorpides em uma determinada
regido. Alguns fatores climaticos como, por exemplo, o aquecimento global pode
favorecer a proliferacdo, maturacédo e distribuicdo dos escorpides, de mesmo modo,
nas estacdes mais quentes e chuvosas este aumento também é verificado. O
comportamento de sazonalidade ocorre principalmente nas regides Sul, Centro-
Oeste e Sudeste e com menor incidéncia nas regides Nordeste e Norte, porém este
menor indice ndo esta apenas relacionado com a sazonalidade, mas também com
dados de desenvolvimento social nestas regibes. O fato desses animais
acometerem populagdes que muitas vezes se encontram afastadas do atendimento
publico de saude, pertencendo a locais de baixo nivel econémico, pode dificultar os
dados de notificagcbes compulsérias e diminuindo assim as estatisticas de
proliferacdo destes animais nestas regifes (Guerra-Duarte et al., 2023; Seemann et
al., 2023; Oliveira et al., 2024).
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1.1.3. Fisiologia do envenenamento por Tityus serrulatus

A picada derivada do T. serrulatus pode ocasionar diversas
manifestacbes clinicas que variam de leves, moderadas a graves que Sao
influenciadas por diversos fatores como, por exemplo, a quantidade de veneno
inoculado, nimero de picadas que ocorreram no momento do acidente, tempo até o
processo de atendimento ao tratamento com soroterapia, status imunolégico da
vitima, idade, peso, assim como a espécie, ou até mesmo o tamanho do escorpido
responsavel (Cerni, 2023). Apés a inoculagdo do veneno os sintomas locais mais
comuns sao dor, edema, eritema, sudorese e parestesia. Normalmente esses
sintomas ocorrem algumas horas ap6s a picada e podem durar varios dias. Além
dos sintomas locais, podem ocorrer manifestacfes sistémicas nesta fase, alguns
sintomas como taquicardia, diaforese, sudorese profusa, agitagdo psicomotora,
tremores, nauseas, vOmitos, sialorreia, hipertensdo arterial ou hipotensdo sé&o
observados apds o0 envenenamento. JA em manifestacbes mais graves Ssao
comumente observados edema pulmonar agudo, colapso cardiovascular, arritmia
cardiaca, insuficiéncia cardiaca congestiva e choque (Oliveira et al., 2024).

De acordo com Bahloul et al. (2013) e Maciel (2014), grande parte dos
agravos que evoluem a um quadro sistémico ou até mesmo 0bito, séo relacionados
a insuficiéncia cardiaca, edema pulmonar, entre outras complicacbes, como
resultados da liberagcdo macica de catecolaminas. A interacdo dessas neurotoxinas
com canais iénicos pode levar a um descontrole dos niveis de eletrélitos no plasma,
iniciando a diminuicdo dos niveis de sédio, potassio e calcio, decorrentes da perda
excessiva de fluidos corporais, ocasionados por salivagao e lacrimacao devido ao
envenenamento (Ismail; Abd-Elsalam, 1988; Andrade, 2004; Vasconcelos et al.,
2004; Cusinato et al., 2010). Toda essa ampla sintomatologia deve-se ainda a acao
dessas neurotoxinas sobre o sistema imunoldgico, que acaba levando a um
desequilibrio total do organismo do individuo, por conta de sua ampla distribuicdo
nos orgdos, como rins, figado, sangue, pulm&o, coragdo e sistema nervoso
(Seemann et al., 2023).

Além da sintomatologia como forma de avaliacdo clinica, podem ser
solicitados exames complementares como exames de imagem e exames
bioguimicos. Para avaliacdo atravées de exames de imagem podemos citar o

eletrocardiograma, radiografia de térax e ecocardiograma. Ja para avaliacao
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baseada em niveis bioquimicos a dosagem de creatina fosfoquinase (CPK) e sua
fracdo MB, de glicose, amilase, célcio e sddio sérico podem ser solicitados (Amaral
et al., 1991).

1.1.4. Composicao do veneno

O veneno de T. serrulatus (TsV) é uma mistura complexa composta por
proteinas neurotoxicas basicas, proteases, hipotensinas, hialuronidases, sais,
carboidratos e mucopolissacarideos, entre outros componentes. Estudos atuais
demonstram que mais de 30% do veneno € constituido por enzimas e,
aproximadamente, 40% por peptideos (Pimenta et al., 2019; Verano-Braga et al.,
2008). Estes peptideos presentes no TsV podem ser classificados como
estruturados, nos quais séo estabilizados por ligacdes de dissulfeto, ou lineares. Os
peptideos estruturados normalmente sdo mais estudados por conta de seus
componentes, ja que eles sdo classificados como neurotoxinas que interagem com
os canais ibnicos (Na’ e K*) e estdo relacionados diretamente com os casos mais
graves causados pelo veneno. Ja os peptideos lineares, por mais que sejam
encontrados em abundancia no veneno, ainda se apresentam pouco caracterizados.
Devido a esta diversa composicdo, o veneno do T. serrulatus permite ao escorpiao
desempenhar um papel importante na captura de suas presas e na disputa contra
predadores (Duzzi et al., 2021).

As neurotoxinas sao capazes de interagir com 0sS canais iGnicos em
membranas excitaveis e contribuir assim para seus efeitos biolégicos. Dentre as
diversas neurotoxinas presentes no veneno, algumas das principais sao a Tsl, Ts2,
Ts3, Ts4, Ts5, Ts6, Ts7, Ts8, Ts9, Tsll, Tsl2, Tsl5, Tsl7, Ts1l9 e Ts32 porém a
afinidade com os canais iGnicos varia entre elas. As toxinas do canal de Na* como,
por exemplo, Ts1, Ts2, Ts3, Ts4, Ts5 e Ts17, podem ser subdivididas entre a e 3,
enquanto as neurotoxinas do tipo a se ligam especificamente ao sitio trés do
dominio IV do canal ibnico impedindo o mecanismo de inativagao, as 3 toxinas se
ligam ao sitio quatro do canal imobilizando-o0 e mantendo-o na posi¢ao ativada. Ja
as neurotoxinas dos canais de K" incluindo Ts6-9, Ts11, Ts12, Ts15 e Ts19, exibem

efeitos inibitérios ou bloqueadores destes canais (Figura 4) (Duarte, 2011).
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Figura 4 - Estrutura de um canal para sodio: As B-toxinas se ligam no dominio 2 do canal,
em um loop entre os segmentos transmembrana 3 e 4 enquanto as a-toxinas se ligam no dominio 4,
em loop também entre os segmentos 3 e 4.

Fonte: DUARTE, 2011.

1.1.5. Neurotoxina do tipo Tsl

A Tsl, também chamada de TsTX-l, € a toxina mais predominante no
veneno do escorpido T. serrulatus onde representa aproximadamente 15% do seu
peso solavel (Pessini et al., 2001). Segundo Barhanin et al. (1984), ela foi a primeira
toxina caracterizada desta peconha. Devido a sua forte interagdo com os sitios do
receptor 4 de canais de Na*, a Tsl é extremamente potente e fonte de diversos
estudos pois € uma B-toxina considerada toxica tanto para mamiferos quanto para
insetos. A Tsl é a causadora dos mais diversos efeitos observados pelo
envenenamento por T. serrulatus sendo sua acao tdo forte que a DL-50 (dose letal
responsavel por matar 50% dos animais desafiados) via intravenosa, é de apenas 76
+ 9 pg/kg, além disso, ela é responsavel pela ampla liberacido de catecolamina e
elevacéo da presséo arterial (Vasconcelos et al, 2005).

A estrutura da Tsl (Figura 5) foi determinada pela primeira vez em 1999
através da metodologia de cristalografia de raios X com uma resolucdo de 1.73 A
(Polikarpov et al, 1999). Em um primeiro momento ela foi armazenada no banco de
dados do Protein Data Bank (PDB) pelo cédigo de 1B7D, porém no ano de 2003,
Pinheiro et al. (2003) depositaram no banco de dados do PDB sob o cddigo de 1NPI,

sendo esta uma estrutura com melhor resolucéo (1.16 A).
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Figura 5 - Estrutura tridimensional da toxina Tsl de Tityus serrulatus (PDB: 1NPI):
Em verde, amarelo e vermelho estéo as fitas B-pregueadas antiparalelas, e em azul a a-hélice. Dois
jons de fosfato séo apresentados também com atomo de fosfato em rosa e os quatro oxigénios em
vermelho.

Fonte: PBD, 2024.

Em ambas as estruturas apresentadas, foi visto que a Tsl1 é formada por
trés fitas-p pregueadas antiparalelas e uma a-hélice conectadas por quatro pontes
dissulfeto. Vale ressaltar que a al¢a hidrofébica | na molécula de Ts1 € mais curta do
que em todas as outras B-toxinas, porém apresenta 0 mesmo comprimento da alca
presente em a-toxinas. Também foi visto na analise estrutural que as posi¢des de
jons de fosfato marcam os possiveis sitios de ligacédo ao canal de Na* (Pinheiro et al,
2003).

1.1.6. Tratamento preconizado

A intervencdo meédica medicamentosa apds O envenenamento em
decorréncia da picada por T. serrulatus é principalmente de suporte, onde sdo
administrados de forma precoce medicamentos analgésicos, anti-histaminicos e
benzodiazepinicos para alivio dos sintomas e prevencéo de possiveis complicacdes,
porém o tratamento com soro antiescorpibnico mantém-se como padrdo ouro

preconizado. Podemos subdividir as manifestacdes clinicas em leves a graves, onde
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nos casos leves, no qual se h4 apenas os sinais e sintomas locais, a utilizagdo do
soro antiveneno néo € recomendada (Oliveira et al., 2024).

A producdo do primeiro soro antiveneno ocorreu em 1909 pelo
pesquisador Todd o qual realizou experimentos utilizando cavalos. Ele injetou nestes
animais o sobrenadante do veneno extraido da espécie Buthus quinquestriatus e
devido ao grande porte dos animais, eles foram capazes de gerar uma quantidade
de anticorpos contra o veneno, superior a qualquer outro tipo de animal em niveis de
anticorpos (Todd, 1909). Desde entdo a producdo e o desenvolvimento de soros
vem ganhando maior espaco através de novos protocolos de imunizacao,
processamento de purificagdo de imunoglobulinas, desenvolvimento de anticorpos,
além de medidas que possam controlar e proteger o individuo em que se aplica,
tornando assim o uso de soro antiescorpiénico (SAEsc), cada vez mais seguro para
utilizacdo em humanos e animais. O tratamento com soro antiescorpidnico, por ser
um dos procedimentos mais bem sucedidos, se faz uma pratica recomendada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) no tratamento com envenenamento pela
picada de escorpides (Guerra-Duarte et al., 2023).

No Brasil trés soros comerciais sédo utilizados em grande escala para o
tratamento contra acidentes de animais peconhentos. Estes soros sédo produzidos
pelo Instituto Vital Brazil no Rio de Janeiro, Instituto Butantan em S&o Paulo e
Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) em Belo Horizonte, os quais encontram-se
distribuidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Estes soros s&o subdivididos em
duas classes, 0 antiveneno para aracnideos e para escorpides. No soro antiveneno
para aracnideos cada frasco pode neutralizar no minimo 15,0 dose letal minima
(DLM) do veneno de Loxosceles gaucho, 1,5 DLM do veneno de Phoneutria
nigriventer e 1,5 DLM do veneno de T. serrulatus por mL. J& o soro antiveneno para
escorpides, em cada frasco é possivel neutralizar no minimo 5,0 mg do veneno de

referéncia de T. serrulatus (Silva, 2012).

1.1.7. Soroterapia

Antigenos (Ag) séo considerados qualquer molécula que, ao entrar no
organismo, apresente capacidade de gerar resposta imunoldgica, induzindo assim a
producdo de um anticorpo (Ac) atraveés de células B (Muro, 2009). Segundo Querido

(2016) e Melo et al. (2012) um o antigeno € qualquer agente capaz de se unir
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exclusivamente as células e os constituintes do sistema imune como linfocitos e
anticorpos soluveis. Em sua forma estrutural, essas moléculas se caracterizam por
apresentar estruturas quimicas que possibilitam a sua ligacdo com um anticorpo
especifico, originando assim o complexo Ag-Ac. Essa ligagcdo ocorre devido a
conexdes nao covalentes semelhantes ao que ocorre com as reagdes de complexos
enzimas-substratos e de mesmo modo, sdo também sé&o reversivas (Harmening,
2002). Ja os anticorpos sdo proteinas responsaveis pela identificacdo de um
antigeno de forma exclusiva e com intensa afinidade (Lenz, 2004). Eles séo
constituintes da familia das glicoproteinas, especificamente das imunoglobulinas
(lg), e séo produzidos pelas células B do organismo. A metodologia de acdo dos Ac
€ baseada na neutralizacdo do Ag ou de seus produtos tdéxicos mediante a sua
ligacdo (Melo et al., 2012).

O estudo e entendimento dos mecanismos da producéo dos anticorpos, €
considerada uma das maiores vitorias das ciéncias biolégicas neste século. Devido
aos estudos, diversas frentes de pesquisa buscam por melhorias que sejam
expressivas para diagnosticos e tratamentos de varias doencas que assolam a
humanidade (Lenz, 2004). Os anticorpos vém sendo produzidos primordialmente de
forma a mobilizar e eliminar o antigeno que induziu a sua produtividade. Vale
lembrar que apos a liberagdo dos Ac, o processo de aniquilacdo dos Ag ou de suas
toxinas é delimitado por diferentes formas de acéo, ou seja, podem se dar mediante
a estabilizacdo do complemento, opsioniza¢ao, reacdo anafilatica (degranulacédo de
mastocitos), neutralizacdo da substancia, aglutinacdo, entre outros (Melo et al.,
2012).

Embasado nestes principios, diversas terapéuticas tém utilizado a indugéo
de resposta imune de forma ativa, como no caso da vacinagédo, ou entdo utilizam
anticorpos monoclonais como principio ativo relevante para abordagem terapéutica
em diversas enfermidades. O tratamento com soros, a soroterapia, caracteriza-se
por um processo de imunizagdo passiva que se d& a partir do uso de
imunoglobulinas G (IgG) obtidas através de uma digestdo proteolitica. No primeiro
momento, é feita a purificagdo do plasma de forma a minimizar a concentragéo de
proteinas inespecificas. Apos, realiza-se um fracionamento do anticorpo por meio de
uma digestdo enzimatica feita por pepsina ou papaina. No caso da papaina,
disponibilizada pelo processo de digestdo, obtém-se através da clivagem de IgG,

alguns fragmentos denominados Fab, nos quais localizam os sitios de ligacdo com o
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antigeno e a fragcéo cristalizavel. Quando obtido pela pepsina, ocorre a separacao da
fracdo e da regido F(ab)2, para que assim tenha dois sitios de agregacdo para o
antigeno (Queiroz et al., 2005; Silva, 2012; Boyer et al., 2013). Como forma de
intensificacdo da resposta ao antigeno, sao utilizados adjuvantes, como € o exemplo
do adjuvante completo de Freund. Este adjuvante permite com que se forme um
depdsito para o imunogeno o que irda intensificar a resposta imune (Silva, 2012).

Nos casos de envenenamento moderados onde as vitimas apresentam
apenas dores intensas associadas a algumas manifestacdes, sdo administrados de
dois a trés frascos do soro antiveneno e nos casos graves, onde ja se tem presenca
de sinais locais e sistémicos mais intensos sdo administrados de quatro a seis
frascos do antiveneno. Além do tratamento com soro antiveneno e as medicacoes ja
citadas no item 1.1.6, outras medicacdes adicionais com o vasodilatadores, agentes
antiarritmicos e inotropicos podem ser utilizados (Pucca et. al, 2015). Os
profissionais da saude encarregados do cuidado com o paciente devem entender
completamente da apresentagcdo clinica e do manejo do envenenamento por T.
serrulatus ja que por mais que o antiveneno seja o padrdo ouro para o tratamento, a
utilizacdo do antiveneno heter6logo possui algumas limitagdes e podem ocorrer
complicacBes adversas. Sabendo disso, deve-se sempre avaliar o risco-beneficio na
utilizagdo do mesmo antes de realizar a sua administragéo (Oliveira et al., 2024).

1.2. ANALISE DE SEGURANCA NO DESENVOLVIMENTO DE SOROTERAPIAS

1.2.1. Producao do antiveneno de escorpiao

O antiveneno de escorpido é produzido pela imunizacdo de cavalos com
um conjunto de venenos de diferentes espécies de escorpides. No Brasil, ele é
composto por 50% de veneno de T. serrulatus e 50% de T. bahiensis. Estas sao
imunoglobulinas derivadas de plasma animal, que sao fragmentos F(ab’)2 (Monteiro
et al., 2019). Desde a criacao do protocolo de producéo de soro antiescorpidnico por
Todd (1909), os animais imunizados ja apresentavam varios sintomas de
envenenamento, incluindo dor no local da injecao, diarreia, salivacédo, suor e tetania.
A fim de abrandar esses sintomas, o veneno era misturado com iodo antes da

inoculagcao para minimizar os efeitos adversos da imunizacao (Todd, 1909).
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No Brasil, os equinos sao os animais de escolha para producédo de
antivenenos devido ao seu grande porte e boa resposta ao estimulo antigénico, o
que favorece a producdo de grandes quantidades de soros (Ferreira et al., 2016).
Em 1917 que o primeiro antiveneno brasileiro eficaz foi produzido em cavalos contra
0 veneno de escorpido. Em 1918 a producdo de antiveneno contra 0 veneno
brasileiro de Tityus spp. foi realizada em larga escala (Carmo et al., 2015). A
primeira geracdo de antivenenos foi produzida somente de plasma sanguineo sem
células. No ano de 1927, as imunoglobulinas foram purificadas do plasma de cavalo
para uso em humanos. Formula¢cdes compostas de anticorpos purificados tinham
niveis mais baixos de contaminacdo (ou seja, proteinas sanguineas presentes no
plasma ou soro), prevenindo assim o desenvolvimento de reacbes adversas em
humanos. Usando essa abordagem, a producdo de soros antiveneno foi melhorada
em todo o mundo (Carmo et al., 2015).

Entretanto, ainda h& problematica bioética envolvendo a producéo desses
soros pela imunizacdo de equinos, pois 0s animais imunizados frequentemente
ficam doentes devido aos efeitos téxicos dos imundgenos usados, apresentando
assim uma reducdo na expectativa e qualidade de vida. O desenvolvimento de
imundgenos alternativos que sejam eficazes na producdo de anticorpos
neutralizantes, mas ndo téxicos para os animais produtores, € fundamental para
melhorar a qualidade de vida dos animais imunizados (Ferreira et al., 2016).

Assim, além dos protocolos classicos que usavam veneno bruto como
antigeno, abordagens mais recentes usando veneno desintoxicado, toxinas
recombinantes ou peptideos sintéticos comecam a ser desenvolvidas na tentativa de
melhorar a eficdcia do antissoro, reduzindo efeitos adversos em humanos e
vencendo a problemética bioética na utilizacdo dos cavalos no processo produtivo.
No entanto, até o presente momento, nenhum desses imundégenos foi usado na
producado de antissoro comercial (Carmo et al., 2015).

As imunizagbes sucessivas usando veneno bruto enfraquecem muito a
saude dos animais imunizados e reduzem sua expectativa de vida (Carmo et al.,
2015; Ferreira et al., 2016). Neste sentido, estudos usando peptideos sintéticos
mostram que € possivel produzir antissoro neutralizante apés a imunizagdo com
epitopos definidos (Benazzouz et al., 2024; Bermudez-Méndez et al., 2018; Camperi
et al., 2020; Chavez-Olortegui; Molina; Granier, 2002).
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Embora alguns peptideos tenham provocado a producdo de anticorpos
antitoxina neutralizantes, testes adicionais (formulagdes contém multiplos peptideos)
serdo necessarios para avaliar a capacidade desses peptideos de provocar a
producdo de anticorpos de protecdo cruzada capazes de neutralizar outras toxinas
importantes para a toxicidade do veneno, como avaliado previamente em alguns
estudos anteriores (Bermudez-Méndez et al.,, 2018; Chavez-Olortegui; Molina;
Granier, 2002), bem como assegurar que estes produzirdo menos efeitos a saude do

animal produtor do soro antiescorpionico, em larga escala.

1.2.2. Analises de seguranca

Os soros antivenenos sdo, até entdo, a Unica abordagem terapéutica
especifica para neutralizar as toxinas presentes em venenos de animais como
escorpides e serpentes por meio da ligacdo antigeno-anticorpo. Mas antes de serem
comercializados, sado realizadas varias analises ao longo de sua producdo para
garantir a qualidade e eficacia do antiveneno que sera administrado ao paciente.
Essas andlises ou testes, sdo realizados através de modelos in vitro ja que a
substituicdo de ensaios in vivo por ensaios in vitro como, por exemplo, a cultura
celular, vem sendo apresentada por outros autores como altamente vantajosa. Essa
metodologia € capaz de ofertar a substituicdo de animais, menores quantidades de
veneno, sdo mais rapidos, mais simples de executar, mais baratos e demonstram
menor variabilidade quando comparados aos ensaios in vivo (Cajado-Carvalho et al.,
2017). Além disso, esses testes garantirdo doses efetivas capazes de reduzir os
efeitos adversos a saude do animal produtor do soro antiveneno. Segundo a
normativa ISO 10993-4, como testes essenciais e primarios altamente empregados
estdo os ensaios de hemocompatibilidade como a hemolise, bem como ensaios de
citotoxicidade como, por exemplo, o0 ensaio de MTT.

Além destas, outras avaliacbes de seguranca envolvem avaliacdes de
alteracdes no material genético. Para a avaliacdo de seguranca de um composto,
tanto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) quanto pelo Federal
Drug Administration (FDA), o teste de genotoxicidade € um requisito importante.
Ambos seguem diretrizes internacionais, como as do ICH (International Council for
Harmonisation), que estabelecem os testes padrdo para genotoxicidade de produtos

farmacéuticos e biologicos. A genotoxicidade por exemplo, trata dos processos que
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alteram a base genética davida, o acido desoxirribonucleico — DNA. Estas
alteragcbes, quando ocorrem na estrutura fisico-quimica, desencadeiam 0s processos
de mutagénese. Ja os processos de carcinogénese e teratogénese sao alteracbes
no determinismo genético ao nivel celular ou organico, respectivamente (Silva;
Erdtmann; Henriques, 2003).

Um agente que tem acdo alquilante pode atingir o DNA e
desencadear mutacdes devido a modificagcbes na estrutura molecular, alterando a
sequéncia das bases do DNA, caracterizando a mutagénese. Este agente pode ser
quimico ou formas de radiacdo, como a luz ultravioleta e raios X, que causam
alteracOes irreversiveis e hereditarias no material genético da célula. J& o fruto de
mutacBes somaticas em outras células do organismo pode desenvolver tumores,
gue por sua vez caracterizam a carcinogénese. Apés acumular mutacgdes por meio
de varios processos de divisdes, uma célula podera perder o controle de sua diviséo,
desta forma podendo acarretar o surgimento de cancer (Ribeiro; Salvadori; Marques,
2003; Ruppenthal, 2013).

1.3.BIOTECNOLOGIA NO DESENVOLVIMENTO DE NOVOS ALVOS
TERAPEUTICOS

As proteinas sdo moléculas essenciais envolvidas em quase todos 0s
processos biolégicos. Elas sao responsaveis por constituir a estrutura celular,
funcionalidade do metabolismo, biossinalizacdo, regulacdo genética, sintese de
proteinas, transporte de solutos através de membranas, funcdo imunoldgica e
fotossintese. Os rapidos avancos nos aspectos experimentais da protebmica
inspiraram varios métodos de andlise de bioinformatica no qual permitiu a
descoberta da relacdo entre mecanismos reguladores de proteinas em nivel
molecular e comportamento fenotipico como, por exemplo, o desenvolvimento e a
progressédo de doencas (Chen; Zhou; Wang, 2020).

A bioinforméatica é uma area de pesquisa com carater multidisciplinar onde
€ possivel aplicar ferramentas computacionais para analisar, visualizar e armazenar
informacgdes associadas a macromoléculas biologicas (Luscombe et al., 2001). Além
disso, através dela podemos fazer uma triagem de moléculas que mostram uma
diferenca entre pacientes e individuos saudaveis a partir de dados de microarranjos

gue variam em varios niveis. Esta metodologia de pesquisa é eficaz para explorar o
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potencial mecanismo molecular de uma doenca. A metodologia de bioinformatica
teve um grande avanco apos o surgimento do primeiro banco de dados de proteinas,
PDB. O PDB foi desenvolvido devido a necessidade de existir um local de
armazenamento de informacfes de proteinas que estavam tendo sua estrutura
tridimensional descritas. A partir disso, surgiram novos softwares, que intensificaram
e facilitaram as pesquisas e estudos baseados nas estruturas de proteinas. Um
desses software, € o Swiss PDB-Viewer, que possibilita a visualizacdo molecular das
proteinas e a visualizacao individual dos aminoacidos e suas interacdes quimicas
(Guex, Peitsch, 1997; Burley et al., 2017).

Uma das &reas de destaque na bioinformatica € a proteébmica, onde é
possivel analisar as proteinas, buscando sua identidade e funcdo. Neste ambito
pode-se estudar as interacdes entre anticorpos e antigenos, proteinas e receptores
(Peng, Gygi., 2001). Com o auxilio de ferramentas e técnicas computacionais como,
por exemplo, softwares e bancos de dados, pode-se processar uma grande
guantidade de dados biolégicos em um curto espaco de tempo para diversas
aplicacdes. Atualmente, as ferramentas de bioinformatica sdo extremamente Ulteis,
pois diferentes bancos de dados podem ser sincronizados e integrados analisando e
retornando resultados complexos (Sun et al., 2013; Webb, Sali, 2016).

Uma das ferramentas da bioinformética que vem sendo muito utilizada
sdo as voltadas para predicdo e modelagem de proteinas e peptideos. Diversos
pipelines de bioinformatica vém surgindo na literatura com intuito de buscarem
regibes em uma proteina que mimetizam as funcbes das proteinas de interesse. A
descoberta de novos farmacos e o processo de desenvolvimento do mesmo inclui
um enorme investimento de capital, portanto, tornou-se um desafio desenvolver
medicamentos inovadores e de baixo carater econdmico (Malathi, Ramaiah., 2018).
Como alternativa podemos citar o desenvolvimento e sintese de peptideos ja que
possui baixo custo financeiro e é de facil monitoramento quanto a sua qualidade.
Além disso, os peptideos sdo quimicamente mais estaveis, de facil conservacao e
sdo menores e mais flexiveis quando comparados as proteinas, além de ndo serem
infecciosos ou toxicos. Dada a sua facilidade de obtenc&o, os peptideos sintéticos
podem ser utilizados para diferentes fins terapéuticos (Klementiev et al., 2014,
Machado-De-Avila et al., 2014).

Recentemente, os peptideos vém atraindo mais atencdo nos campos de

biologia, quimica e medicina devido as suas caracteristicas especificas como, por
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exemplo, a sua diversidade estrutural e flexibilidade conformacional o que os permite
um melhor controle com interacdes a receptores especificos. Eles sdo considerados
agentes terapéuticos novos e mais eficientes, com efeitos colaterais reduzidos, além
disso apresentam alta seletividade devido a interacGes especificas com seus alvos.
Por serem menores, 0s peptideos acabam tendo mais vantagens que um
medicamento convencional, uma vez que devido ao seu pequeno peso molecular
possuem melhor permeabilidade em comparacdo as proteinas terapéuticas, e
acabam excluindo suas desvantagens, como efeitos colaterais adversos, interacdes
medicamentosas, e impermeabilidade da membrana, respectivamente. Os peptideos
evoluiram ao longo dos anos como uma estrutura muito promissora para diversas
aplicacoes, tanto em diagndéstico quanto em terapias (Apostolopoulos et al., 2021).

Com base no exposto, o0 objetivo deste trabalho é avaliar a seguranca de
um peptideo derivado da neurotoxina Tsl, previamente identificado em estudos
anteriores, com o potencial de ativar mecanismos de producéo de anticorpos contra
o veneno de escorpido. O presente estudo demonstra relevancia clinica pois 0s
acidentes por picadas de escorpibes sdo um problema de saude publica em varias
regides tropicais e subtropicais do mundo. Atualmente a producédo de soros
antiescorpionicos depende do uso de animais de grande porte, como cavalos, um
processo que, além de ser dispendioso, apresenta limitacdes éticas e riscos de
intercorréncias.

Sabendo disso, 0 uso de peptideos sintetizados para ativacéo do sistema
imunolégico pode reduzir os custos de producdo dos soros, aumentar sua
especificidade para diferentes espécies de escorpides e melhorar sua estabilidade
em comparacao ao soro tradicional. Resolver essa questdo ndo s6 poderia melhorar
a eficiéncia no tratamento de envenenamentos, mas também impactaria diretamente
a saude publica e as politicas de seguranca sanitaria, ao proporcionar uma solugéao
mais acessivel, eficaz e ética, com o potencial de tratar mais pessoas e reduzir 0s

custos para os sistemas de saude.
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Verificar a seguranca da aplicagdo de um peptideo derivado da

neurotoxina do tipo Tsl para a producao do soro antiescorpionico.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Formular uma curva de dose para avaliar o potencial de citotoxicidade do
peptideo derivado da neurotoxina TS1;

e Avaliar a identidade do peptideo sintetizado derivado da neurotoxina Ts1 por
meio da caracterizac¢ao fisico-quimica realizada com LC-MS;

e Determinar o perfil de citotoxicidade do peptideo através de linhagens
celulares do tipo NIH3T3 (fibroblasto de murino) e HT22 (hipocampo de
murino);

« Avaliar o potencial hemolitico do peptideo através da capacidade do peptideo
de causar hemdlise em hemécias humanas, verificando sua compatibilidade
com componentes sanguineos e descartando possiveis efeitos adversos

sistémicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho aqui proposto foi realizado em duas etapas. Primeiramente,
realizou-se a predicdo e sintese do peptideo derivado da neurotoxina do tipo Tsl.
Apés sintetizado quimicamente e liofilizado, o peptideo foi avaliado para a
verificacdo da sua constituicdo e sO apos, foi utilizado nas posteriores analises in
vitro. A segunda etapa do projeto é constituida através de técnicas in vitro para a
avaliacdo da capacidade hemolitica do peptideo sintetizado assim como a avaliacao
da sua citotoxicidade. Para isso, foram utilizadas células imortalizadas da linhagem
NIH3T3 (fibroblasto de murino) e HT22 (hipocampo de murino).

3.1.PREDICAO DO PEPTIDEO MIMETIZANTE

3.1.1. Predicéo de epitopo conformacional por bioinformatica

Para a obtencdo da estrutura tridimensional, a pesquisa da proteina foi
realizada selecionando o PDB, na qual foi selecionada a estrutura tridimensional de
melhor resolucdo. O epitopo foi predito utilizando os algoritmos do Epitope
Prediction do Immune Epitope Database (IEDB). Este servidor possui uma série de
algoritmos voltados para predicdo de epitopos de células B. Foram aplicados os
algoritmos Emini Surface Accessibility, que identifica na sequéncia primaria os
aminoacidos que estdo mais expostos na superficie da proteina, e, o Bepipred
Linear Epitope Prediction, que identifica os residuos de superficie com maior
probabilidade de serem reconhecidos por anticorpos. Os aminoacidos préximos
espacialmente nas estruturas terciarias foram usados para desenhar peptideo que
mimetizou a regido epitopica, como ja descrito (Machado-De-Avila et al., 2014). Os
epitopos conformacionais foram desenhados combinando aminoacidos de diferentes
regides de proteinas, projetando-os nas estruturas 3D coletadas no PDB. O desenho
dos epitopos conformacionais foi realizado usando o SwissPDB-viewer (Guex;
Peitsch, 1997) (Berman et al,1999).

3.2.SINTESE DO PEPTIDEO
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A sequéncia peptidica foi sintetizada manualmente por FMOC Solid phase
Peptide Synthesis conforme descrito por Machado-de-Avila, et al. (2014) e adaptado
por Scussel et al. (2022). Nesta técnica, o N-terminal de cada aminoacido é
protegido por 9-fluorenil metoxicarbonil (FMOC). Além disso, existe um grupo de
protecdo adicional nas cadeias laterais para evitar reacfes colaterais. A sintese é
realizada em uma seringa de 6 mL com um filtro de polietileno hidrofébico 3 x 9 (mm)
(#20 pm). O residuo de aminoacido C-terminal € ancorado por meio de seu grupo
acido carboxilico em suporte solido insoltvel, resina rink. O grupo FMOC é removido
por 4-metilpiperidina 25% em dimetilformamida (DMF) em dois ciclos de
desprotecao, incubando a solu¢do na seringa por 5 e 15 min. Apos sao feitas trés
lavagens com DMF e uma com diclorometano (DCM). O acoplamento do primeiro
aminodacido a resina é realizado por ativacdo do grupo carboxilico com os reagentes
de acoplamento, DIC (N, N-diisopropilcarbodiimida) e Oxyma (etil 2-ciano-2-
(hidroxiimino) acetato) por 30 min. Em seguida, sédo feitas quatro lavagens com
metanol intercalado com DMF e uma ultima lavagem com DCM. Entre todos os
ciclos de desprotecdo e acoplamento, uma etapa de controle colorimétrico de
desprotecao e acoplamento é realizada usando azul de bromofenol 0,1% em DMF.
Os ciclos de desprotecao e acoplamento sao realizados até que a cadeia peptidica
na resina seja totalmente sintetizada por sucessivas ligacdes peptidicas que
acoplam residuos de aminoacidos do C-terminal em direcdo ao N-terminal. Apés o
altimo ciclo de desprotecao, a etapa de clivagem € realizada para remover 0s grupos
de protecdo da cadeia lateral e clivar a cadeia peptidica da resina. A solucao de
clivagem é composta por &cido trifluoroacético (TFA): H,O: trietilsilano: 1,2-
etanoditiol (92,5: 2,5: 2,5: 2,5, v/v). A clivagem dura em média 3 h, onde a resina é
incubada na solucdo de clivagem. O peptideo € precipitado em éter etilico gelado
(~4°C) e mantido overnight (-20 °C) para ser recuperado por centrifugacdo. A
primeira etapa de centrifugacéo (10.000 x g, por 10 minutos a 4°C), é realizada ap0s
0 overnight e posterior descarte do sobrenadante. Em seguida, o peptideo é lavado
com éter etilico gelado, recentrifugado (10.000 x g, por 10 minutos a 4°C), o

sobrenadante é descartado mais uma vez e, em seguida, o peptideo é liofilizado.

3.3.IDENTIDADE DO PEPTIDEO POR LM-CS
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O peptideo sintético foi caracterizado por espectrometria de massa
electrospray. A caracterizagao foi realizada utilizando espectrometro de massa Xevo
TQ-S micro Triplo Quadrupolo, com fonte de ionizacdo de geometria Z-Spray,
acoplado a um sistema UPLC (Waters Corporation, Framingham, MA, USA). Uma
amostra do peptideo foi diluida em acetonitrila (LC/MS) e introduzidas no
equipamento por infusdo em modo de ionizacdo positiva. Respeitando o limite
maximo de deteccdo do equipamento [2000 m/z], os ions precursores foram
submetidos a fragmentacdo por colisdo com argbénio, e 0s espectros de
fragmentacdo foram considerados na analise. O espectro de massas foi obtido e
analisado pelo software MassLynx, versédo V4.2 SCN1001 2019, Waters Inc.

3.4.CULTURA CELULAR

Para os ensaios de cultura celular, foram utilizadas as células de linhagem
NIH3T3 e HT22, fibroblasto e hipocampo de murino, respectivamente. Essas células
foram escolhidas, pois se trata de constituintes de tecidos envolvidos no processo de
envenenamento por T. serrulatus.

As células foram cultivadas em garrafas de plastico de 25 cm?, com meio
DMEM suplementado com 1% de antibiético penicilina e estreptomicina (10 U.L/mL),
10 % de soro fetal bovino inativado (SFB) e altos niveis de glicose (DMEM
completo). Para o crescimento e adesao celular, elas permaneceram em uma
incubadora umidificada, com atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. As trocas de meio
foram realizadas em dias alternados, podendo haver adaptacfes, até se obter uma
confluéncia de células suficiente, isto é, em torno de 80%, para o desenvolvimento
dos experimentos in vitro. Ao obter a confluéncia necesséria, as células seguiram
para a etapa de tripsinizacdo, onde foi retirado o DMEM da garrafa e adicionado 4
mL de tripsina durante 5 min, ou até as células ficarem em suspensao, desaderindo
desta forma do fundo da garrafa. Apés este processo foi adicionado 4 mL de DMEM
com o intuito de neutralizar a tripsina.

Com a finalizagcédo do processo de neutralizagéo, foi entédo realizada uma
contagem no namero de células na camara de Neubauer e posterior a contagem, as
células foram diluidas em meio DMEM completo na concentracdo desejada. Foram
adicionados 500 uL/poco em placas de 24 pogos, com uma concentracao final 1x10°

células/poco e apdés o processo de acondicionamento em placa, elas foram
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incubadas por 24 horas em uma incubadora umidificada, sob atmosfera de 5 % de
CO, a 37 °C, a fim de proporcionar a aderéncia das células na superficie da placa,
para entdo realizar os ensaios celulares.

Decorrido o periodo de aderéncia das células, elas foram dispostas nas
placas sob a divisdo prevista dos grupos experimentais: controle negativo e
experimental. Para o grupo controle negativo nao foi adicionado nenhuma solugéo
ao meio. No grupo experimental, as células receberam o peptideo sintético nas
concentracdes 50, 100, 150 e 200 pyL.mL™. Como forma de avaliacdo da dose
peptidica, as placas foram incubadas por 24, 48 e 72 horas em uma incubadora
umidificada, com atmosfera de 5 % de CO; a 37 °C.

3.5.ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR — MTT

Esse método visou avaliar a viabilidade celular, pela reducao do brometo
de 3- 4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT), que em sua forma oxidada é
solivel em &gua e possui uma coloracdo amarela. Ao ser reduzido, o MTT forma
cristais de formazan, um sal de coloragéo roxa e insollivel em agua. Essa reacédo de
reducdo ocorre nas mitocéndrias das células, fazendo com que a viabilidade celular
seja diretamente proporcional a producdo dos cristais de formazan (Mosmann,
1983). Para isso, foram adicionados 100 uL/po¢co em uma placa de 96 pocgos, com
uma concentracdo final 1x10* células/poco permanecendo incubadas por 24 horas
em uma incubadora umidificada, com atmosfera de 5 % de CO; a 37 °C, a fim de
proporcionar a aderéncia das células na superficie da placa.

Apés a incubacado das células com o peptideo sintetizado nos tempos de
24, 48 e 72 horas, foi preparada uma solucéo de 0,5 mg/mL de MTT diluido em PBS.
Finalizando cada tempo de incubacdo, o tratamento foi retirado dos pocos,
adicionou-se 100 pl/poco da solucdo de MTT e as células voltaram para uma
incubacédo, porém agora, por 3 horas (5 % de CO, a 37 °C). Este periodo é
necessario para permitir a formacdo dos cristais de formazan. Ao final desta
incubacédo, a solucdo de MTT foi retirada de todos os pocgos e adicionou-se 100
pl/poco de alcool isopropilico, a fim de solubilizar os cristais de formazan. Por fim, a
placa foi analisada em espectrofotometro de placas por absorbéancia, no
comprimento de onda de 570 nm.
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A viabilidade celular é determinada através da comparacao dos resultados
das absorbancias dos grupos experimentais, com as absorbancias do grupo
controle, ou seja, 0 grupo que possui apenas células viaveis. Sendo assim, 0s
resultados serédo apresentados em porcentagem de viabilidade celular, onde o grupo
controle mimetiza 100% de células vivas. Perante isso, foram realizados os
calculos, para obter a porcentagem de células viaveis em cada grupo, para que

dessa forma seja avaliado a toxicidade do peptideo proposto.

3.6.ENSAIO DE HEMOCOMPATIBILIDADE

O teste de hemdlise foi conduzido utilizando eritrocitos humanos
coletados de trés voluntarios e isolados por lavagens com solucédo salina. Apés a
dltima lavagem, os eritrocitos foram ressuspendidos. Os eritrocitos foram entédo
incubados com o peptideo em concentracdes distintas das realizadas previamente
no projeto piloto (50, 100 e 150 pyL.mL™?), a uma temperatura de 37 °C e sob
agitacdo constante a 100 rpm por 60 minutos.

Apébs a incubacao, as amostras foram submetidas a uma centrifugacao a
10.000 rpm por 5 minutos, e 100 uL do sobrenadante foram transferidos para uma
placa de 96 pocos, onde a absorbancia foi medida a 540 nm utilizando um
espectrofotometro SpectraMax M3. Como controles positivo e negativo, 40 pyL da
suspensao de eritrécitos foram incubados com 960 pL de agua destilada e solugao
salina, respectivamente. As analises foram conduzidas em triplicata, e os resultados

foram expressos como a porcentagem de hemolise.

3.7.ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Posteriormente, para comparacdo entre as médias das amostras paramétricas, foi
utilizado a analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido de post hoc de

Bonferroni. O pacote estatistico utilizado foi o GraphPad Prism verséo 10.

3.8.CONSIDERACOES ETICAS
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4. RESULTADOS

Em trabalhos realizados previamente pelo nosso grupo de pesquisa o
peptideo aqui testado foi aplicado e avaliado em animais com uma concentracao de
50 pg.mL™. No antigeno, ha regides chamadas de epitopo que sdo os locais de
interacdo com anticorpo responsavel pela geracdo de uma resposta imune. No
anticorpo estes locais sdo chamados de paratopos. A analise para mimetizar estas
regides permitiu o isolamento dos aminoacidos da neurotoxina Ts1 responsaveis por
ativar o mecanismo de resposta imune, ja que estes estdo relacionados com a
ligacdo ao anticorpo validados anteriormente e estudo in vivo (anexo 1,2 e 3).

Como forma de validar a concentracéo ja executada no projeto piloto, nos
quais os resultados estdo apresentados nos anexos 1, 2 e 3, mas também para
avaliar doses superiores, as andlises de bioinformética assim como a sintese do
peptideo foram performadas novamente no laboratério. Dando sequéncia na
pesquisa, esse peptideo foi utilizado para avaliacdo da seguranca em ensaios in
vitro visando avaliar sua acdo hemolitica e ou se apresenta potencial de

citotoxicidade em doses maiores.

4.1. ANALISE DE BIOINFORMATICA

Identificaram-se os aminodcidos na estrutura tridimensional da proteina
Ts1 (PDB: 1NPI) utilizando o software de visualizacdo de estruturas proteicas Swiss-
PDBViewer. Os aminoacidos selecionados da analise do algoritmo do IEDB,
considerados o0s mais acessiveis, foram destacados em verde (Figura 6).
Posteriormente, foi localizada uma regido da proteina com alta densidade desses
aminoacidos, considerados potenciais epitopos. A definicdo dessa regido levou em
conta um diametro de 20 A, correspondente ao tamanho médio de um paratopo de
anticorpo (Machado DE Avila et al., 2014). A regi&o selecionada incluia os seguintes
aminodcidos: HIS8, GLU9, ARG25, ILE29, LYS31, ASN49, TRP50, LYS52, LYS60.
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TRP 50.A
VAL 51.A

Figura 6 — Predicdo do epitopo conformacional proveniente da neurotoxina Tsl
(PDB: 1NPI). Em verde: aminoacidos selecionados da predi¢do utilizando algoritmo do IEDB. Em

vermelho: amino&cidos de ligacdo para manter a conformacao 3D.
Fonte: Da autora, 2024.

Com base na proximidade espacial entre esses aminoacidos e seus
vizinhos, foi desenhado um peptideo que mimetiza a regido epitdpica identificada.
Os aminoéacidos destacados em verde foram ligados, e, quando necessério,
utilizaram-se aminoacidos de ligacdo (destacados em vermelho) para unir
segmentos, respeitando a proximidade espacial, e mimetizar a estrutura
conformacional. O peptideo conformacional proposto € composto pela seguinte
sequéncia de 15 aminoéacidos: ARG-25, ILE-29, LYS-31, PRO-48, ASN-49, TRP-50,
VAL-51, LYS-30, LYS-52, MET-6, ASP-7, GLY-10, LYS-60, GLU-9 e HIS-8.

4.2.IDENTIDADE DO PEPTIDEO SINTETIZADO

O peptideo aqui sintetizado, cuja nomenclatura é CETs1, foi produzido

seguindo a sua predicdo prévia em trabalhos anteriores e confirmado por nova
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predicdo em outra metodologia, utilizando IEDB. Ele possui em sua constituicdo 15
aminoacidos isolados e selecionados do epitopo da neurotoxina Tsl, sendo eles
ARG-25, ILE-29, LYS-31, PRO-48, ASN-49, TPR-50, VAL-51, LYS-30, LYS-52,
MET-6, ASP-7, GLY-10, LYS-60, GLU-9 e HIS-8. Na Tabela 1 encontram-se 0s

dados referentes as propriedades fisico-quimicas e constituicdo do peptideo CETs1.

Tabela 1 - Sequéncias do epitopo conformacional de acordo com a posi¢cdo de
aminoacidos na proteina Tsl e propriedades fisico-quimicas do peptideo sintético.

Peptideo Sequéncia peptidica Massa isotropica  Ponto Solubilidade
(g/mol) isoelétrico em agua
CETs1 RIKPNWVKKMDGKEH 1866,21 10,00 Boa

Fonte: Tabela elaborada pela autora, 2025.

Como forma de confirmacédo de sua identidade, foram realizadas as
avaliacdes de peso molecular e a analise do padrdo de fragmentacédo (Tabela 2).
Para isso, a massa monoisotopica do CETs1 foi calculada através da somatoria do
peso de is6topos mais leves de cada elemento quimico constituinte do mesmo
como, por exemplo, 1H, 12C, 1* N, ¢ O (Figura 7 e Apéndice 1) e comparada com o

resultado expresso pelo espectrébmetro de massas.

Tabela 2 — Resultados do célculo de peso molecular da massa monoisotopica e
padrdo de fragmentacdo para o peptideo caracterizado por LC/MS.

Peptideo Férmula molecular Massa isotropica (g/mol) Fragmentacao
massa (m/z)

CETsl CasH136N2602151 1866,21 1866,0172 (+1)
933,5125 (+2)
622,6776 (+3)
467,2602 (+4)
374,0097 (+5)
311,8427 (+6)

Fonte: Tabela elaborada pela autora, 2025.
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Figura 7 - Espectro de massa (m/z) confirmatério do padrdo de fragmentacdo do

peptideo Ts1.
Fonte: da autora, 2025.

Como evidenciado na Figura 7, o valor obtido para a massa isotopica
correspondente ao resultado detectado pelo LC/MS foi de 1865,00 g/mol e esse
resultado foi comparado com o proposto na Tabela 1, no qual resultou em 1866,21
g/mol. Percebe-se que as massas obtidas, de forma calculada e através do espectro
de massas, estdo préximas. Este fato é indicativo de uma sintese efetiva, pois
acredita-se que 0s aminoacidos propostos anteriormente, estdo presentes na
composicdo do peptideo CETs1.

Os dados expostos na Tabela 2 e Figura 6, demonstram que a
fragmentacdo dos ions precursores, isto é, aqueles que compdem a molécula de
forma completa, foram isolados no massas e entdo fragmentados. A avaliacéo
realizada pelo espectro permite a reflexdo do padrao de fragmentacéo do peptideo,
este calculado anteriormente. Os resultados obtidos através da calculadora do
software fizeram uma previsdo do padrdo de fragmentacdo (em termos de
massa/carga) e o que foi avaliado no espectro demonstra a confirmagdo desse

padrédo, que por sua vez valida a identidade do peptideo.

4.3.AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Através das analises realizadas com diferentes concentracées do CETs1

e da avaliacdo dos efeitos em trés momentos distintos (24, 48 e 72 horas) fica
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evidenciado que o peptideo proposto ndo apresentou efeitos citotoxicos nas
linhagens de células utilizadas. Essa avaliacdo em periodos diferentes é importante
para observar se a toxicidade, caso presente, muda ao longo do tempo levando
sempre em consideracdo a dose avaliada. A Figura 8 apresenta os resultados
obtidos através da utilizacdo das linhagens celulares, doses aplicadas e tempos
avaliados.

Para que um composto ndo seja considerado toxico € necessario que
haja uma confluéncia de pelo menos 80% de viabilidade celular. Através dos
resultados exemplificados na Figura 7, independentemente da dose ou do tempo
avaliado, as linhagens celulares apresentaram taxas de sobrevivéncia acima de

faixa de confluéncia, indicando baixa toxicidade do peptideo.
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Figura 8 - Avaliagdo da viabilidade celular da aplicacdo do CETsl em células
NIH3T3 e HT22 nos tempos de 24 (A), 48 (B) e 72 horas (C). A aplicagéo do CETs1 ndo
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ocasionou diferenga estatisticamente significativa entre as concentrac¢des testadas e o grupo controle,
bem como entre as linhagens celulares avaliadas. Fonte: Da autora, 2025.

4.4. ENSAIO DE HEMOCOMPATIBILIDADE

Para a avaliar a extensdo do CETs1 em ocasionar ruptura da membrana
de eritrécitos foi realizado o ensaio de hemocompatibilidade ou técnica de hemodlise.
Foi avaliado se o peptideo possui efeito hemolitico nas concentracdes de 50, 100 e
150 puL.mL™ . Vale ressaltar que a hemoglobina possui um espectro de absorbancia
distinto e o grau de hemdlise foi calculado seguindo a Formula |. Os resultados
obtidos com a férmula, foram agrupados e representados na Figura 9, no qual

consta os resultados obtidos através da técnica de hemolise.
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Figura 9 - Avaliacdo do percentual da capacidade hemolitica do peptideo CETsL1.
Fonte: Da autora, 2025.

Na Figura 9 em ambas as concentracdes avaliadas, pode-se verificar que
o percentual de hemdlise ficou muito préximo ao obtido pelo controle negativo, esses
dados demonstram que o CETs1 nao ocasionou dano significativo a membrana dos
eritrocitos e consequentemente desta forma, ndo gerou extravasamento do contetdo

celular, isso significa que o peptideo proposto ndo possuiu um carater hemolitico.
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5. DISCUSSOES

A Tsl é a principal toxina do veneno escorpido T. serrulatus, uma f-toxina
que representa cerca de 15% do seu peso soluvel (Pessini et al, 2007). Além disso,
a Tsl apresenta alta similaridade na sua estrutura primaria com outras toxinas do
veneno (Ts2, Ts3 e Ts4) (Machado De Avila et al, 2014). Os dados encontrados no
PDB mostram que a Tsl é composta por 61 aminoacidos (Pinheiro et al, 2003).
Alguns trabalhos mostram que o tamanho das toxinas escorpidnicas giram em torno
de 60 a 70 amino&cidos. Normalmente, sdo moléculas com 3 folhas-betas e uma
alfa-hélice, formadas por 4 pontes de dissulfetos o que pode estar relacionado com a
capacidade de ligacdo aos canais de Na* (Duarte et al, 2010; Machado De Avila et
al, 2011, Machado De Avila et al, 2014). Por outro lado, o peptideo utilizado neste
trabalho apresenta apenas 15 aminoacidos e uma ponte de dissulfeto o que pode
ser atribuido a sua nao toxicidade, ja que ele ndo interage com os canais idnicos e,
desta forma, ndo apresentou efeito toxico.

Mesmo que o CETsl seja considerado um peptideo pequeno com 15
aminoacidos, divergindo de sua proteina original, ele pode ser capaz de gerar boa
resposta imune. Segundo relata Kozlova et al (2015) em alguns epitopos, poucos
aminoacidos sao responsaveis por ativar uma resposta imune. Como a conformacéao
da Tsl € um ponto importante para a interagdo com o canal, faz-se indicar que um
epitopo para Tsl deva ser conformacional e néo linear. Este fato vai de encontro ao
relatado por Van Regenmortel (1996), onde afirma que os epitopos que promovem
uma reacdo imune sdo na maioria das vezes conformacionais. Somado a isso, a
predicdo de epitopos conformacionais através da bioinformética € um método que,
possivelmente, substituira a atual forma de producédo de antiveneno, que apresenta
alto custo de producdo, além do baixo rendimento do produto final. Estudos
demonstram que anticorpos que se ligam a epitopos conformacionais possuem
maior poder neutralizante sobre a toxicidade do veneno, j4 que esses anticorpos sao
mais especificos a neutralizar o efeito toxico do veneno (Devaux et al, 1997;
Alvarenga et al, 2005; Loret et al, 1992).

O CETsl, predito e sintetizado, é formado pelos aminoacidos ARG-25,
ILE-29, LYS-31, PRO-48, ASN-49, TPR-50, VAL-51, LYS-30, LYS-52, MET-6, ASP-
7, GLY-10, LYS-60, GLU-9 e HIS-8. Estes aminoacidos estdo bem distribuidos na
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estrutura primaria da proteina Ts1, ja que sdo encontrados na porcdo N-terminal
(MET-6, ASP-7, HIS-8, GLU-9 e GLY-10), central (ARG-25, ILE-29, LYS-30 e LYS-
31) e C-terminal (PRO-48, ASN-49, TPR-50, VAL-51 e LYS-52 e LYS-60). No
entanto, estdo todos bem proximos espacialmente em uma mesma regido na
proteina. Machado de Avila et al. (2014) viram em seu trabalho a presenca de um
epitopo linear na por¢do C-terminal da proteina formado pelos aminoacidos LEU-47,
PRO-48, ASN-49, TRP-50, VAL-51, LYS-52, VAL-53, TRP-54, ASP-55, ARG-56,
ALA-57, THR-58, ASN-59, LYS-60 e CYS-61, capaz de reconhecer um anticorpo
policlonal anti-TsTFG50 (Fracdo toxica do TsV purificada em coluna Sephadex G-
50). Interessantemente, os seis aminoacidos preditos na por¢cdo C-terminal (PRO-48,
ASN-49, TPR-50, VAL-51 e LYS-52 e LYS-60) do peptideo aqui utilizado, aparecem
no peptideo de Machado de Avila et al. (2014).

Esta hipotese é reforcada, pois, no mesmo trabalho, Machado de Avila et
al. (2014), ao estudar outras duas toxinas do veneno, a Ts2 (uma outra 3-toxina) e a
Ts3 (principal alfa-toxina do veneno) encontraram dois epitopos lineares para cada
toxina. Um na regido C-terminal da toxina e outro na regido central da toxina, a
mesma regido central (ARG-25, ILE-29, LYS-30 e LYS-31) do epitopo
conformacional predito exposto aqui. Assim, além de reforcar a ideia dos epitopos
de Machado de Avila et al. (2014) serem na verdade conformacionais ao invés de
lineares, os aminoacidos da porcdo C-terminal e central eram importantes para
reconhecer e neutralizar outras toxinas do TsV.

A importancia da regido central na Tsl é ainda relatada no trabalho de
Alvarenga et al. (2005), onde viram a interacdo dessa regido, mais especificamente
o epitopo linear formado pelos aminoacidos LYS-30, LYS-31, GLY-32, SER-33,
SER34, GLY-35, TYR-36, SER-37, ALA-38, TRP-39, PRO-40, ALA41, SER-42, TYR-
43, SER-44 com um anticorpo monoclonal anti-TsTFG50. Os cinco aminoacidos da
regido central do peptideo (ARG-25, ILE-29, LYS-30 e LYS-31) fazem parte do
epitopo linear encontrado no trabalho destes autores, mostrando novamente que o
epitopo conformacional é bastante reativo e capaz de interagir com as toxinas do
veneno do escorpido T. serrulatus.

Alvarenga et al. (2005) ao realizarem o ensaio de ALASCAN, no qual
sintetizaram o peptideo trocando em cada sintese um dos aminoacidos do epitopo
linear por uma alanina, verificaram que a LYS-30 e a LYS-31 sado responsaveis pela

ligacdo do epitopo com o anticorpo monoclonal anti-TSTFG50. Nos dois peptideos
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propostos em que a LYS-30 ou LYS-31 foram substituidas por uma alanina, ndo
ocorreu reatividade com o anticorpo monoclonal. O peptideo CETs1l proposto
contém esses dois aminoacidos entdo, pode ser indicativo de que é um epitopo
conformacional e que a predicdo foi capaz de encontrar os residuos chaves para
interagcdo com o anticorpo.

Os primeiros estudos do fracionamento do TsV comegaram com Gomez e
Diniz na década de 1960, eles relataram o primeiro processo de fracionamento com
a primeira fragdo obtida, a “tityustoxin”. Por muito tempo esse componente foi
considerado uma toxina purificada, porém com o aprimoramento da metodologia de
purificacdo foi constatado que se trata de um “pool” constituido de varios peptideos.
Desde os primeiros processos de purificacdo, varias toxinas foram isoladas e
sequenciadas e alguns dos seus efeitos biolégicos foram caracterizados. O TsV
apresenta uma sua composicdo oligopeptideos, glicosaminoglicanos, proteinas,
nucleotideos, aminoacidos e uma grande variedade de peptideos. Alguns desses

compostos possuem acdo de modulacdo de canais idnicos como Na*, K*, Ca®* e CI-

principalmente com atividade enzimatica através de neurotoxinas. Segundo Pimenta
et al. (2001) o veneno bruto pode ser facilmente disperso em agua ou solucdes
salinas, preservando dessa forma a estabilidade de seus peptideos ibnicos.

Como o CETsl é derivado da neurotoxina Tsl presente no veneno bruto,
ele apresentou boa solubilidade em agua seguindo os mesmos padrées do veneno
convencional. Além disso, Pimenta et al. (2001) evidenciam que a espectrometria de
massa ndo € apenas uma ferramenta poderosa para uma determinacdo precisa e
sensivel da massa molecular e pureza de amostras, mas também & amplamente
utilizada para a elucidacdo estrutural a fim de combinar e identificar compostos
presentes em amostras biologicas brutas. Através de LC/MS podemos observar uma
boa correlacdo dos dados tedricos de massa isotropica com os resultados obtidos
através da técnica da espectrometria de massas. Essa boa correla¢do é valida pois
demonstra que o peptideo predito e sintetizado, apresenta em sua constituicao todos
0S aminoacidos propostos em sua estrutura através das técnicas de bioinformatica.

A principal forma atualmente de obten¢&do dos soros antiescorpidnicos, se
da através da imunizagdo de animais como, por exemplo, cavalos e ovelhas que
devido ao seu grande porte e boa resposta ao estimulo antigénico, favorecem a

producdo de grandes quantidades de soros. Porém o desenvolvimento de
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imundgenos alternativos que sejam eficazes na obtencdo de anticorpos
neutralizantes, mas ndo sejam téxicos para os animais produtores, € fundamental
para melhorar a qualidade de vida dos animais imunizados e aumentar a
especificidade de acdo do composto. Em trabalhos realizados previamente por este
grupo de pesquisa, o peptideo aqui utilizado, foi testado in vivo em modelo com
murinos onde foi avaliado a capacidade imunizante do peptideo quando comparado
com o veneno bruto de T. serrulatus. Vale lembrar que para um peptideo ser
considerado um epitopo conformacional, ele deve possuir capacidade antigénica e
imunogénica.

A resposta antigénica é definida como aquela capaz de induzir a
producdo de anticorpos, ja a resposta imunogénica é aquela capaz de gerar uma
resposta imunoldgica (Abbas; Lichtman; Pober, 1994). Assim, para confirmacédo da
sua capacidade antigénica, Triches (2017) realizou o ensaio de ELISA indireto. No
Anexo 1 constam os resultados da avaliacdo da resposta antigénica obtidos através
do teste ELISA, onde pode-se observar que o CETs1 foi capaz de gerar anticorpos,
comprovando, assim, sua capacidade antigénica. Ja para a avaliacdo da capacidade
imunogénica, os autores realizaram uma imunizacao prévia de. No Anexo 3 fica
evidenciado que todos os animais que foram imunizados com veneno de T.
serrulatus sobreviveram ao envenenamento, enquanto 0s animais que receberam
BSA durante as imunizacdes foram ao oObito. O peptideo desenhado, sintetizado e
utilizado como imundégeno no trabalho anterior e no presente estudo foi capaz de
neutralizar 75% dos animais que receberam o veneno. Revelo et al. (1996),
demonstraram pela primeira vez em termos proteicos, que quando administrado o
soro anti-escorpidnicos para veneno de T. serrulatus em camundongos, ap0s um
periodo maximo de 2 horas de inoculagéo, o veneno ndo se encontra mais presente
no organismo do individuo. De acordo com os pesquisadores, apos tal processo de
envenenamento permanecem no organismo apenas sequelas ocasionadas pela
acao das toxinas.

Neste mesmo trabalho, Triches (2017) avaliou a acdo do antiveneno
sendo que este ndo apresentou reatividade com o peptideo. Essa auséncia de
reatividade do anticorpo antiveneno com o peptideo pode ser atribuida a
complexidade do veneno. O antiveneno é uma mistura de anticorpos contra diversas
moléculas. Dentre essas moléculas, esta a Tsl, que gerard alguns anticorpos

especificos contra esta otixina, e dentre esses anticorpos estdo aqueles capazes de
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realizar o efeito neutralizante. Entdo, acredita-se que o antiveneno nao foi capaz de
reconhecer o peptideo devido aos anticorpos especificos estarem diluidos no
antiveneno. Estes resultados estdo apresentados no Anexo 2, onde fica destacado
que o CETs1 nao foi capaz de reconhecer o veneno de T. serrulatus, utilizado para
sensibilizar a placa de ELISA.

De acordo com Benazzouz et al., 2024, os antivenenos vem se mostrado
geralmente eficazes no salvamento de milhares de vidas em todo o mundo, porém a
sua producdo envolve o processo de imunizacdo repetida de grandes mamiferos
(principalmente cavalos e ovelhas), seguida pela purificagdo dos anticorpos da IgG
do plasma hiperimunizado. Como produto final deste processo, tem-se mistura de
anticorpos neutralizantes de toxinas e anticorpos contra todos 0s outros antigenos
gue o animal imunizado encontrou ao longo de sua vida, resultando em um baixo
titulo de anticorpos terapeuticamente relevantes. Mesmo sendo a principal linha de
obtencao de anticorpos neutralizantes, uma desvantagem demonstrada em diversos
estudos esta associada a esta producdo convencional de antiveneno. Algumas
pesquisas como a desenvolvida por Duzzi et, al. 2021, vém sendo realizadas a fim
de estudar o uso de toxinas e peptideos recombinantes ou sintéticos, bem como
estratégias de vacinacdo de DNA para aumentar 0s anticorpos terapeuticamente
relevantes por meio de procedimentos de imunizacao.

O CETs1 por ser um peptideo mimetizante da proteina Ts1 possui alta
probabilidade de ser utilizado como imunégeno pois além de ndo apresentar efeitos
hemoliticos e citotoxicos, apresenta alta especificidade com a IgE especifica. Vale
ressaltar que os soros antivenenos sdo obtidos através da aplicacdo de uma dose
nao letal nos animais, porém esta dose € geralmente baixa para néo levar o animal
ao Obito, tendo como Unico objetivo, a producédo dos titulos de anticorpos. Nestes
casos, a titulacdo de anticorpos obtidas € baixa, sendo necessarias outras
aplicacbes de veneno nos animais para induzir a producdo de anticorpos
antiveneno. Entretanto o animal produtor do soro antiveneno ainda fica vulneravel a
sintomatologia do envenenamento. Com a utilizacdo do peptideo proposto, pode-se
pressupor que a titulacdo de anticorpos obtidos sera maior ou equivalente sem
proporcionar os efeitos adversos do veneno bruto, pois a dose de seguranca
aplicada, também é mais elevada. Através disso, podemos ter uma produgédo de
Soro antiescorpionico mais segura para 0s animais e mais eficaz devido ao seu

percentual de aproveitamento da titulacdo de anticorpos do tipo IgE. Mesmo que 0s
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peptideos sintéticos sejam uma via possivel de imunizacdo, Ramos et al. (2013)
demonstra que o veneno bruto ndo poderd ser retirado totalmente, pois ele é
necessario para o controle de qualidade do antiveneno e validacdo de pesquisa para
garantir que novos antivenenos fabricados tenham eficacia adequada.

Mesmo que ensaios in vivo prévios tenham demonstrado boa resposta do
peptideo CETs1 em avaliacdo de resposta imune, testes de seguranga precisam ser
realizados antes do composto ser aplicado na producéo em larga escala, bem como
para evoluir as analises in vitro e in vitro, como forma a garantir a qualidade e
eficdcia do antiveneno que sera administrado ao paciente. Segundo Medeiros et al.
(2020), o TsV bruto demonstrou efeito citotéxico e hemolitico dependente da dose
aplicada, fato este que nao foi observado ao testar o peptideo CETs1 in vitro. O
peptideo proposto foi avaliado e utilizado com concentracbes superiores ao
encontrado na literatura e através de ensaios de citotoxicidade do tipo MTT e
ensaios de hemocompatibilidade, verificou-se que ele ndo apresentou toxicidade as
linhagens celulares e nem resultados hemoliticos.

De acordo com a normativa ISO 10993-4 o teste de citotoxicidade € uma
etapa inicial para determinar a biocompatibilidade. Porém resultados negativos na
citotoxicidade ndo excluem a necessidade de testes adicionais, como
hemocompatibilidade, isto é, embora a citotoxicidade avalie os efeitos toxicos diretos
em células, a andlise através da avaliacdo de hemolise determina o impacto do
composto sobre células sanguineas e componentes plasmaticos. Quando um
composto apresenta reducdo da viabilidade celular superior a 30% é considerado
que o mesmo apresente um efeito citotéxico, fato esse que néo foi observado nos
resultados exemplificados na Figura 8. O peptideo CETsl, ndo gerou reducdo
significativa na viabilidade celular, mantendo sua viabilidade acima de 80% estando
de acordo com a normativa apresentada e podendo ser considerado como um
composto de baixa toxicidade.

Percebe-se na Figura 8 em B, que no tempo de 48 horas com a
concentracdo de 200 uL.mL™?, a linhagem celular HT22 apresentou uma reducéo na
viabilidade celular quando comparado com a linhagem NIH3T3, ainda que né&o
estatisticamente significativa. Diversos sédo os fatores que podem ter ocasionado
esta diminuicdo, um deles seria que a HT22, por se tratar de uma linhagem
hipocampal, acaba sofrendo mais os efeitos do CETs1 j& que ele € derivado da

neurotoxina Ts1, assim sugere-se evoluir estes estudos com outros ensaios in vitro,
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como avaliagdo de proliferacdo celular, mecanismo de morte celular e ensaio
cometa para avaliacdo de genotoxicidade. Segundo Freire-Maia e Campos (1989),
os efeitos centrais do TsV seriam o resultado e ndo a causa do processo de
envenenamento, pois 0 veneno nhao seria capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica. Por outro lado, Ismail, Abd-Elsalam e Morad, (1990) acreditam na
participagdo direta do sistema nervoso central no processo, principalmente em
individuos muito jovens, onde a barreira hematoencefalica nédo estaria
completamente formada.

Na Figura 9, ao comparar-se os resultados do peptideo CETs1 com 0s
obtidos pelo controle positivo, percebe-se que houve resultados significativos, isto
porque este composto se apresenta muito mais proximo do controle negativo. Estes
resultados sugerem que o CETsl através desta analise, ndo apresentou carater
hemolitico, demonstrando que ele €& hemocompativel. Essa capacidade de
compatibilidade permite com que novas doses testadas possam ser avaliadas em
modelos in vivo, avaliando a reprodutibilidade dos ensaios, bem como maiores
contundéncias nos resultados e potencial de aplicacdo do peptideo como
imunizante.

Segundo Seebg et al.(2023), alguns fatores podem influenciar diretamente
o resultado dos ensaios de hemocompatibilidade, um deles é a fonte dos eritrécitos,
ou seja, a avaliacdo da capacidade hemolitica de um composto possui relacéo direta
com a escolha da espécie testada, sendo esta variavel desde o humano ao cavalo.
As grandes diferencas na atividade hemolitica de compostos dependendo da
espécie utilizada, segundo os autores, esta relacionada com a composicdo de
proteinas e lipidios nas membranas dos eritrcitos. Outro fator que influencia o grau
de hemolise é o conteudo de hemoglobina nas células, no entanto, vale ressaltar
que o conteudo de hemoglobina é proporcional ao tamanho da célula e as
diferencas parecem ser pequenas entre as espécies de mamiferos. Porém, de
acordo com Lippi et al. (2008), ao utilizar os eritr6citos de murinos o grau de
hemolise pode ser consideravelmente maior quando comparado aos eritrcitos
derivados do sangue humano. Esse pressuposto € explicado devido a escolha de
agulhas mais finas durante a flebotomia dos murinos, o que pode romper fisicamente
0s eritrocitos e com isso extravasar o conteudo celular.

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, nos quais os testes

de hemodlise e citotoxicidade indicaram que o peptideo CTs1l se mostrou promissor
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em termos de seguranca, sugere-se que futuras investigacbes contemplem a
avaliacdo in vivo deste peptideo. A realizacdo de estudos in vivo permitira uma
comparacao direta com os dados obtidos nos testes in vitro, fornecendo uma visao
mais aprofundada sobre a eficacia e seguranca do peptideo em um organismo Vivo.
Esses estudos poderédo verificar a resposta imunoldgica, possiveis efeitos adversos
e a dinamica do peptideo no contexto bioldgico real, algo que os testes in vitro nédo
conseguem reproduzir totalmente. Assim, a continuidade dessa pesquisa pode
consolidar o potencial terapéutico do CTsl, contribuindo significativamente para o
avanco no desenvolvimento de terapias mais seguras e eficazes no combate ao

envenenamento por escorpides.
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6. CONCLUSAO

Através do exposto no presente trabalho, o CETsl se mostrou um
promissor peptideo para a producdo de soros antiescorpibnicos. Por ser um
peptideo derivado da neurotoxina Tsl, sendo uma das maiores constituintes e
responsavel por diversos efeitos colaterais do TsV, ele € capaz de estimular a
producado de anticorpos anti-TsV e neutralizar a acdo do mesmo. Além disso, como é
um epitopo conformacional, apresenta maior especificidade e com isso pode reduzir
os efeitos colaterais nos animais quando comparado ao veneno bruto. A verificacdo
in vitro aqui avaliada, demonstrou que o CETs1 ndo apresenta efeito hemolitico e
citotoxico dentro das linhagens de células utilizadas, podendo evoluir para mais
testes in vivo com concentracfes maiores do que as testadas no ensaio piloto, e 0
que podemos atribuir como uma Gtima vantagem pensando em sua possivel
aplicacao industrial.

Como perspectivas futuras, devera ser realizada a investigacdo da
viabilidade do CETsl como antigeno a fim de testar o potencial do peptideo
derivado, como componente seguro e eficaz para estimular a producdo de
anticorpos neutralizantes, fato este fundamental no desenvolvimento do soro
antiescorpionico. Como citado no presente estudo, a producdo de novos
imundégenos se da através da técnica de purificacdo de anticorpos do tipo IgG, como
o CETs1 € um peptideo derivado de um epitopo conformacional, acredita-se que ele
€ obtera maior especificidade com os anticorpos e com isso aumentar a capacidade

de producdo de imunoglobulinas mais especificas.
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ANEXO 1
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Anexo 1 - ELISA Indireto da reatividade do veneno de Tityus serrulatus contra os
soros antiveneno (controle positivo), anti-BSA (controle negativo), pré-imune
(controle negativo) e antipeptideo.

Fonte: TRICHES, 2017.
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ANEXO 2
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Anexo 2 - ELISA Indireta da reatividade do peptideo RIKPNWVKKMDGKEH contra
0s soros antiveneno (controle positivo), anti-BSA (controle negativo), pré-imune
(controle negativo) e antipeptideo.

Fonte: TRICHES, 2017.
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ANEXO 3

Anexo 3 — Resultados da Neutralizacao in vivo. Animais imunizados com BSA (grupo
controle negativo), veneno de Tityus serrulatus (controle positivo) e peptideo, foram
desafiados com a injecdo subcutanea no valor correspondente a duas DL-50
(3,6mg/kg) e foi contabilizado o nimero de sobrevivente apés 48 horas.

Grupos imunizados Numero % de animais que tiveram
sobreviventes 0 veneno neutralizado
Grupo PBS (controle negativo) 0/4 0%
Grupo Veneno Tityus
serrulatus (controle positivo) 4/4 100 %
75%
Grupo peptideo 3/4

Fonte: TRICHES, 2017.



