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“Nada na vida deve ser temido, apenas compreendido. Agora é hora de
compreender mais, para temer menos.”
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RESUMO

Os acidentes com escorpides afetam o mundo inteiro, com uma incidéncia de 1,2
milhdes de picadas com mais de 3 mil casos fatais, sendo mais prevalentes em
paises com climas tropicais e subtropicais. Dada a importancia clinica e a frequéncia
de acidentes causados pelo Tityus pachyurus, uma espécie de escorpido distribuida
principalmente no Vale do Magdalena Médio, na Colémbia, determinou-se estudar
a acao do veneno de Tityus pachyurus, inicialmente avaliando qualitativamente a
porcentagem de irritagdo (irritation score, 1IS) no HET-CAM, baseado em trés efeitos
observaveis na membrana: hemorragia, lise de vasos e coagulacdo do veneno
sobre 0s vasos sanguineos de ovos de galinha, onde foi determinado que o veneno
é fortemente irritante e tem capacidade vasodilatadora sobre o ténus vascular,
identificou-se mudangas no porcentagem da area vascular dos ovos em presenca
do VTp, indicando o efeito vasodilatador do mesmo (média de 10,43%). Para
quantificar os efeitos vasculares da peconha de T. pachyurus (VTp) em anéis
aorticos de ratos, foi avaliado num sistema In vitro, utilizando a técnica de banho de
orgdo isolado. Foram realizadas curvas de concentracdo cumulativa vs. resposta do
VTp (0,05 ug/ml a 60 pg/ml) com diferentes bloqueadores agrupados de acordo com
sua via de acao: endotelial, acdo em canais de K* (TEA, 4AP, Glibenclamida), acao
na via do NO (L-NAME, ODQ), e acéo sobre receptores muscarinicos (ATR). VTp
mostrou uma resposta vasodilatadora dependente tanto nos canais de potassio
ativados por calcio (BK) (p= 0,0261) como nos canais de potassio dependentes de
voltagem (Kv) (p= 0,0014) e também na via muscarinica dependente de receptores
M; (p=0,0264). A resposta vasodilatadora do veneno foi reduzida principalmente
pelos bloqueadores do NO: L-NAME (p=0,0100) e ODQ (p=0,0037). O efeito
bloqueador da GLIB nao foi significativo (p=0,9907), indicando que o veneno néo
tem como alvo os canais de K+ ATP-Dependentes. Finalmente, realizamos a
construcdo da estrutura tridimensional proposta de trés moléculas do VTp (TPAL,
TPA2 e TPA3), afim de prever quais as proteinas ou receptores podem ser afetados
pelas toxinas do veneno. Este trabalho contribui para um melhor entendimento
sobre 0 mecanismo de acdo do VTp e espera-se que possa contribuir para uma
melhor compreensao para a administracao de tratamentos médicos adequados.

Palavras-chave: Tityus pachyurus; Vasodilatacéo; Veneno de escorpido; Masculo
Liso, reatividade vascular



ABSTRACT

Accidents with scorpions affect the entire world, with an incidence of 1.2 million bites
with more than 3 thousand fatal cases, being more prevalent in countries with
tropical and subtropical climates. Given the clinical importance and frequency of
accidents caused by Tityus pachyurus, a species of scorpion distributed mainly in
the Magdalena Médio Valley, in Colombia, the extent of the venom of Tityus
pachyurus was determined, initially qualitatively evaluating the percentage of
irritation (irritation score, 1S). HET-CAM, based on three effects observed in the
membrane: hemorrhage, lysis of vessels and coagulation of poison on the blood
vessels of chicken eggs, where it was determined that the poison is strongly irritating
and has vasodilatory capacity on the vascular tone, identified the changes in the
percentage of the vascular area of the eggs in the presence VTp, indicating or
vasodilator effect itself (average of 10.43%). To quantify the vascular effects of the
nipple of T. pachyurus (VTp) in temporary aortic anieses, it was evaluated in an In
vitro vivo system, using the isolated organ bath technique. Foram realized
cumulative concentration curves vs. It responds to VTp (0.05 ug/ml to 60 ug/ml) with
different blockers grouped according to its route of action: endothelial, acdo in K+
channels (TEA, 4AP, Glibenclamida), agdo in the NO via (L-NAME, ODQ), and agao
on muscarinic receptors (ATR). VTp showed a vasodilatory response dependent on
both calcium-activated potassium channels (BK) (p = 0.0261) and voltage-
dependent potassium channels (Kv) (p = 0.0014) and also on the muscarinic
pathway dependent on M3 receptors (p = 0.0264). The vasodilatory response of
venom was reduced mainly by NO blockers: L-NAME (p=0.0100) and ODQ
(p=0.0037). The blocking effect of GLIB was not significant (p=0.9907), indicating
that the poison is not similar to the ATP-Dependent K+ channels. Finally, we
constructed the proposed three-dimensional structure of three VTp molecules
(TPAL, TPA2 and TPA3), in order to predict which proteins or receptors could be
affected by poison toxins. This work contributes to a better understanding of the
mechanism of action of VTp and is expected to contribute to a better understanding
of the administration of adequate medical treatments.

Keywords: Tityus pachyurus; Vasodilation; Scorpion Venom; Smooth Muscle;
Vascular Reactivity
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INTRODUGCAO

1. ABORDAGEM DO PROBLEMA

Os envenenamentos causados por picadas de escorpido podem levar a morte
ou causar sérios problemas de saude, como disfuncdo cardiaca e insuficiéncia
respiratoria (Santos et al., 2016). Elas sédo consideradas problema de saude publica
em todo o mundo. Embora o nimero exato seja desconhecido, aproximadamente
1,2 milh&o picadas ocorrem, destas picadas mais de 3 mil casos fatais (Chippaux &
Goyffon, 2008). Os numeros sdo maiores em paises tropicais e subtropicais
(Lourenco & Ythier, 2013), razéo pela qual paises como a Colémbia apresentam
abundancia de espécies altamente venenosas ou peconhentas (Lourenc¢o & Ythier,
2013) e sado a segunda causa de intoxicagdo humana no Brasil provocada por
animais venenosos ou peconhentos (De Sousa et al., 2009). No entanto, o0s
acidentes por escorpionismo tém sido subestimados e ndo h4 estatisticas de saude
(Ismail M., 1994).

Escorpi6es de importancia médica no mundo (aproximadamente 50 espécies)
sao perigosos para 0os humanos e a maioria pertence a familia Buthidae (Chippaux
& Goyffon, 2008; Santos et al., 2016) um de seus géneros € Tityus, considerados
perigosas (Chippaux & Goyffon, 2008; Gomez et al., 2010). Tityus pachyurus é
distribuido na América Central e do Sul, especificamente no Panama, Costa Rica e
Colbmbia. Na Colémbia, causa a maioria das intoxicagcdes graves, sendo que seu
veneno possui toxicidade cardiovascular (Isbister & Saluba, 2014), podendo causar
insuficiéncia cardiaca e choque circulatorio (Dehesa-Davila & Possani, 1994) que
ocorre entre 1 e 3% dos casos, sendo a principal causa de mortalidade no mundo
(Chippaux & Goyffon, 2008), possivelmente devido a liberacdo macica de
catecolaminas, dano miocardico induzido pelo o veneno ou isquemia miocardica
(Bouaziz et al., 2008). No Brasil outras espécies como Tityus serrulatus, uma
espécie exotica e Tityus stigmurus, uma espécie endémica, € a responsavel pelos
acidentes da regido Nordeste (Brazil & Porto, 2010).

As alteracdes hemodinamicas decorrentes do escorpionismo ocorrem em dois
estagios: a fase hiperdinAmica, onde a presséao arterial (PA) se eleva e ha aumento
da contratilidade do ventriculo esquerdo (VE), e a fase hipocinética em que a PA
diminui e a funcdo sistélica do VE é prejudicada (Elatrous et al., 2015),
consequéncia do aumento da descarga autonbmica simpatica, de fatores
endoteliais e de outras substancias vasoativas (Aristizabal Ocampo et al., 2021).
Devido a essas altas taxas de escorpionismo, decidiu-se estudar os efeitos de VTp
sobre o sistema vascular em ratos para entender seu mecanismo de agao; e por
meio de docking molecular, propor a interacdo de toxinas com possiveis “alvos”
como os canais de K*. O estudo contribuird com conhecimentos para compreender
seu mecanismo de acao, facilitando possivelmente a tomada de decisbes no setor
saude, e possibilitando a adaptacéo futura das estratégias ao contexto brasileiro,
dada a semelhanca dos problemas de saude publica entre ambos paises.



2. JUSTIFICATIVA

O escorpionismo é um problema de saude publica, em crescimento nos
altimos anos (Chippaux & Goyffon, 2008). Os paises tropicais e subtropicais tendem
a ser mais afetados (Lourenco & Ythier, 2013), onde séo reportados nimeros que
aumentam anualmente. O Brasil, por exemplo, notificou 124.077 casos em 2017, 0
gue representa uma incidéncia de 59,7 casos/100.000 habitantes (Monteiro et al.,
2019). Desde entdo, esse valor se manteve acima desse numero, representando
um aumento de mais de trés vezes em 10 anos, superior ao humero de casos da
maioria das doencas tropicais negligenciadas no pais (Guerra-Duarte et al., 2023).
A taxa de letalidade na Amazonia brasileira aumentou para 0,21%, sendo a
populacao infantil a mais afetada com uma taxa estimativa de 1,3%, quatro vezes
superior a da populacdo em geral (0,3%) (Monteiro et al., 2019). Para a bacia
amazonica, como Colombia, Guianas e Venezuela, as taxas de morbidade e
mortalidade sé@o as mais altas (Chippaux & Goyffon, 2008) e muitos paises que no
passado ndo apresentavam mortes por escorpionismo, como o Equador, enfrentam
atualmente esse problema (Borges et al., 2015; Borges & Roman, 2023).

Na Colébmbia, T. pachyurus € uma das espécies envolvidas em acidentes
graves causando a maioria dos envenenamentos (Otero et al., 2004). Sua picada,
é classificada mundialmente na classe Il (Khattabi et al., 2011; Micaiah et al., 2018)
e na classificacdo colombiana como “manifestacfes sistémicas graves” (ver tabela
1.) que ameagam a vida se ndo forem tratados, (Guerrero-Vargas et al., 2015). Os
sintomas clinicos, precedidos de eventos cardiovasculares, e a letalidade séo
produzidos pela deterioracdo cardiovascular caracterizada por disfuncéo cardiaca
secundéaria a choque cardiogénico e/ou edema pulmonar, que leva a formas graves
de envenenamento (Abroug et al., 2015; Cesaretli & Ozkan, 2010; Elatrous et al.,
2015). A letalidade do envenenamento varia de acordo com a espécie e se deve a
alta especificidade das toxinas de escorpido (Argote-aramendiz et al., 2015).
Atualmente, o tratamento especifico para picadas de escorpido é a aplicacao de
antidoto a mais eficaz, assim como a imunoterapia (Utkin, 2015). No entanto, a
baixa producédo de antidoto e as reacdes adversas a ele dificultam o manejo dos
acidentes (Gémez et al., 2017).

Os efeitos farmacoldgicos de todos os venenos sugerem atividades
colinérgicas e adrenérgicas, assim como um efeito direto na membrana subsinaptica
(Sofer, 1995a). Eles podem modular a funcionalidade dos canais idnicos de células
excitaveis e ndo excitaveis (Quintero-Hernandez et al., 2013), afetar os mecanismos
de ativacdo dos canais de sodio, produzir a abertura espontanea dos canais de
sbdio, afetar os canais de potassio, cloreto e calcio tipo L (Garcia et al., 1998),
desencadeando os eventos tipicos de envenenamento devido a uma liberacdo
macica de neurotransmissores autondmicos (Cupo., et al 2015). Portanto, €
essencial conhecer o mecanismo de acéo do Tp. para oferecer evidéncia cientifica
solida para a elaboragéo de estratégias eficazes a casos de envenenamento.



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Estudar os efeitos vasculares da peconha de Tityus pachyurus.

OBJETIVO ESPECIFICO:

e Avaliar os efeitos do veneno de T. pachyurus através do ensaio HET-CAM
(Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane).

e Compreender os mecanismos de acao farmacobioldgicos do veneno de T.
pachyurus sobre o tono vascular em anéis de aorta isolados de ratos Wistar,
pré-contraidos, com endotélio integro ou removido.

e Propor a modelagem molecular de componentes selecionados do veneno de
Tityus pachyurus utilizando estudos de docking molecular como ferramenta
de analise estrutural e predicao de interacdes



4. REFERENCIAL TEORICO

A natureza tem sido uma fonte importante de produtos medicinais, tanto de
origem vegetal quanto animal, Nesse contexto, 0s venenos de alguns animais se
destacam como uma fonte promissora de agentes terapéuticos, capazes de ser
aplicadas tanto na ciéncia basica quanto em aplicacdes clinicas (Utkin, 2015).
Como exemplo temos: um peptideo conhecido como Tepr6tide foi isolado do
veneno da vibora Bothrops jaracaca, permitindo a sintese dos inibidores da ECA,
captopril e enalapril, usados no tratamento de doencas cardiovasculares (Ferreira
etal., 1970); A epibatidina, isolada da pele do sapo venenoso, Epipedobates tricolor,
que permitiu o desenvolvimento de uma nova variedade de analgésicos potenciais
(Cragg & Newman, 2013).

Os animais peconhentos fazem parte de varios taxons do reino Animalia
(Cnidaria, Anfibia, Insecta, Arthropoda etc.), que durante o processo evolutivo
desenvolveram 6rgados especiais para producao e injecdo de veneno, mais de 220
mil espécies capazes de produzir venenos, que correspondem a um 15% da
biodiversidade animal total do planeta. Os Artrépodes é o filo mais humeroso do
reino animal, que em sua maioria podem produzir substancias nocivas para os seres
humanos, a classe Arachnidae, representada pelos escorpides, € uma das mais
importantes do ponto de vista toxinolégico (Cap6 Matrti et al., 2007), representando
25% da biodiversidade mundial, (possivelmente na ordem de 2000 espécies
diferentes) (Quintero-Hernandez et al., 2013).

O exposto acima aponta para o problema do manejo do tratamento de
acidentes toxinologicos (toxinas de animais venenosos/pe¢conhentos), sendo, até o
momento, a aplicacdo de antiveneno a mais eficaz. Portanto, o que garante a
eficacia do tratamento, é conhecer primeiro a composi¢cdo do veneno do agente
causador, que por um lado, pode fornecer a chave para um melhor tratamento de
mordidas e picadas e, por outro lado, pode levar a descoberta de novos
medicamentos (Utkin, 2015).

4.1A Toxinologia

Ao estudo do veneno ou peconha é conhecido como toxinologia a "ciéncia
gue estuda as toxinas". Uma toxina é definida como "uma substancia elaborada por
um ser vivo que atua fora dele" (Cap6 Marti et al., 2007) e Redi foi considerado um
dos fundadores dessa ciéncia (Utkin, 2015).

O estudo do veneno de animais remonta a mais de dois milénios, a época
de Aristoteles (384-322 a.C.) mas as bases para a compreenséao cientifica moderna
surgiram a partir do estudo da peconha de serpentes, nos séculos XVIl e XVIII, pelos
cientistas italianos Francesco Redi e Felice Fontana. Os estudos bioquimicos
modernos sobre venenos comecaram na metade do século passado, no entanto,
foi apenas no final dos anos 1950 e inicio dos anos 1960 que os estudos se
concentraram nas proteinas dos venenos (Utkin, 2015). E por volta de 1960, foram
purificadas as primeiras neurotoxinas de escorpides a partir de duas espécies:



Androctonus australis e Buthus occitanus (Miranda et al., 1964), o que juntamente
com o progresso das ciéncias “Omicas” permitiu que para os anos 90 mais de 70
peptideos, toxinas ou homélogos diferentes foram isolados do veneno de escorpido,
e ainda assim, eles representam uma pequena proporcao do arsenal conhecido
contido nessas toxinas (Goudet et al., 2002). O anterior contribuiu significativamente
para que compostos de origem natural (animal) ganhassem grande importancia
tanto no desenvolvimento de novos medicamentos quanto na identificagao de novos
alvos moleculares, que nos permitem compreender o efeito fisiologico do veneno no

corpo humano.

4.2. Epidemiologia e distribui¢cdo das espécies de escorpides

Os escorpides habitam quase todos os continentes do planeta, porém esta
restrita as regides tropicais e subtropicais (de Roodt, 2015). Das 1500 espécies de
escorpides no mundo inteiro, so trinta sdo potencialmente perigosas para 0s seres
humanos. Entre os géneros que podem causar envenenamento sistémico, estao
Androctonus, Buthus, Leiurus e Parabuthus, das regides da Africa, Turquia, Sul e
Oeste da Asia. Para a América do Sul, Tityus e, no México, Centruroides (Chippaux
& Goyffon, 2008; Sofer, 1995b). Centruroides na América do Norte e Central, e 0
género Tityus no Caribe, América Central e América do Sul (Borges & Rojas de
Arias, 2019; De Roodt, 2015). Na Colémbia T. Pachyurus se distribui nas florestas
secas da regido central do Vale do rio Magdalena (centro da Coldmbia), abrangendo
os departamentos de Tolima, Cundinamarca, Boyaca, Antioquia e Huila (Figura 1).
(Guerrero-Vargas et al., 2015).



Figura 1. Distribuicdo geogréfica e altitudinal de espécies do género Tityus. T.
asthenes, T. columbianus, T. forcipula, T. furhmanni, T. pachyurus e T. aff
metuendus na Colémbia. Extraido de Guerrero-Vargas et al. (2013).
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Fonte: elaborado pelo autor (Guerrero-Vargas et al., 2013).

No Brasil, da familia Buthidae, sdo conhecidos 10 géneros e 106 espécies;
quatro delas representam risco a saude e podem causar acidentes graves, todas
pertencentes ao género Tityus: T. bahiensis (escorpido marrom), Tityus obscurus
(escorpido negro amazo6nico), T. stigmurus (escorpido amarelo do Nordeste) e T.
serrulatus (escorpido amarelo) (Bertani et al., 2021). Este ultimo é responsavel por
aproximadamente 150.000 casos de envenenamento por ano no Brasil, dos quais
10% requerem tratamento com soro antiveneno para reverter seus efeitos letais
(Chiariello, 2023).

As regides Norte e Nordeste do Brasil possuem uma elevada riqueza de
espécies de escorpifes. Sao registradas 68 espécies para a regiao Norte,



representando 52% das espécies de escorpides do pais, e 34 espécies para a
regido Nordeste, 0 que representa 26% da escorpiofauna brasileira. Os estados do
Amazonas e da Bahia sdo os que mais contribuem para essa diversidade, com 38
e 27 espécies, respectivamente (Figura 2). Apesar dos numeros reportados,
acredita-se que a fauna de escorpides do Brasil ainda seja subestimada, devido a
caréncia de especialistas e incentivos para estudos na area.

Distribuicdo da escorpiofauna por familia no Brasil

Figura 2. Riqueza de espécies por familia da ordem Scorpiones com ocorréncia no
Brasil (Brazil & Porto, 2010).

D Auséncia de registro

Bothriuridae Buthidae [ : o
Gradiente de riqueza de

et

—

espécies

Chactidae Liochaelidae
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4.3.Composicao das peconhas de escorpides

Os venenos sao misturas complexas de substancias farmacologicamente
muito ativas capazes de causar uma grande variedade de sinais e sintomas clinicos,
que séo especificos de cada espécie (Junghanss & Bodio, 2006). O veneno de
escorpides € uma mistura aquosa complexa que contém muco, composto por sais
inorganicos, aminoacidos livres, moléculas organicas de baixo peso molecular,
como serotonina ou histamina, inibidores de protease, liberadores de histamina,
componentes heterociclicos, peptideos e proteinas, principalmente enzimas (Mller,
1993; Quintero-hernandez et al., 2013; Sofer, 1995b), muitas proteinas basicas



pequenas que sao as neurotoxinas (massa molecular relativa < 8.000), que de fato
sdo 0s componentes mais importantes do veneno (Mdller, 1993). Essas
neurotoxinas sdo formadas por polipeptideos unidos por 4 pontes de dissulfeto
(Sofer, 1995a), atuam sobre o0s canais idnicos das células excitaveis (musculos lisos
e estriados), seja retardando a inativagdo de uma (toxina a) ou melhorando a
ativagao (toxina ) o que leva a despolarizacdo espontanea das células excitaveis
(Muller, 1993), levando em alguns casos a observar quadros semelhantes ao tétano,
que embora sejam comuns de serem observados em envenenamentos
experimentais com venenos de alguns Tityus s&o mais comuns em
envenenamentos humanos (De Roodt, 2015). Ou podem agir como um efeito direto
sobre a membrana pos-sinaptica (Sofer, 1995a).

4.4. Toxinas de escorpides

Quanto as toxinas do escorpido, a maioria sdo ligantes peptidicos que
reconhecem e se ligam a proteinas integrais da membrana conhecidas como canais
ibnico (Argote-aramendiz et al., 2015), tais como canais de sodio, potassio, cloreto,
além do canal de célcio tipo L (Garcia et al., 1998). As toxinas geram a liberacao
massiva de neurotransmissores nas fendas sinapticas e na juncao neuromuscular,
desencadeando disfuncdo autonbmica e atividade neuromuscular excessiva
(Argote-aramendiz et al., 2015; Vatanpour et al., 1993).

Nas toxinas dos escorpides especificas para os canais de potassio K* (KTx),
os efeitos cardiacos sdo predominantes, seguidos de danos renais como efeito
colateral da hipotenséo induzida pelo veneno. Dos peptideos que foram isolados, a
maioria sdo peptideos relativamente curtos que interferem na comunicacéao celular
e prejudicam o funcionamento adequado (Hossam EI-Din M.Omar, 2015).

Estes canais de potassio, com aproximadamente 70 subtipos sdo a maior e
mais diversa familia de canais i6bnicos (Gutman et al., 2005). Esses canais séo
ativados pela despolarizagdo da membrana. (Hille, n.d.; Huang & Jan, 2014). A
rigorosa seletividade desses canais se deve aos aminoacidos localizados na regido
dos poros, a sequéncia caracteristica € T/SXGXGX (Gonzalez et al., 2012). Eles
estdo compostos por trés familias diferentes de canais de K* (a) retificadores
internos, Kir; (b) a familia de quatro segmentos TM de dois poros, Kzp; (C) 0s seis
canais K* dos segmentos TM (S1-S6) com dominio de poro (S5-P-S6) que incluem
a subfamilia de canais dependentes de voltagem, Kvl.x a Kv4.x e dentro desta
familia sdo adicionados o Slo subfamilia; e a familia SK ativada por Ca?* (Goldstein
et al., 2005; Gonzalez et al., 2012; Gutman et al., 2005; Kubo et al., 2005; Moulton
et al., 2016).



Foram classificados 8 tipos de toxinas que agem nos canais de ions de
potassio, classificadas de acordo com o tipo de dobramento em a-hélices, com duas
variantes do tipo aa, cadeias B do tipo BBB ou uma mistura de ambos os tipos Bj3,
app, papp e 310BBa (Mouhat et al., 2004). Das KTx foram classificados em sete
subfamilias: a-Ktx, B-Ktx, y-KTx, 8-KTx, €-Ktx, k-KTx e A-KTx (banco de dados de
kalium). A familia y-KTx compreende toxinas que se ligam seletivamente aos canais
de potassio ERG (Ether-a-go-go-RelatedGen), canais que sdo importantes para a
repolarizacdo do potencial de acdo cardiaco. As alteracfes nesses canais Sao
responsaveis pela sindrome congénita do QT longo, ondas T anormais e risco de
morte cardiaca subita devido a arritmias ventriculares.

O veneno de T. pachyurus é moderadamente toxico LD50 (4,8 mg/kg) em
relagdo a venenos altamente toxicos como C. noxius do México (0,26 mg/kg) e
Tityus serrulatus do Brasil (1,2 mg/kg), bem como venenos de baixa toxicidade
como T. cambridgei do Brasil (12 mg/kg). Os sintomas de envenenamento por T.
pachyurus sdo semelhantes aos causados por outros escorpifes da familia
Buthidae que foram evidenciados em experimentos com animais, bem como em
casos clinicos em humanos. Além disso o veneno € rapidamente absorvido, com os
primeiros sintomas se tornando evidentes de 15 a 30 minutos apds o
envenenamento. Também é eliminado rapidamente, com os sintomas comecando
a desaparecer de 2 a 3 horas ap0s a inoculacdo (Barona et al., 2004). O VTp contem
proteinas menores que 14 kD até maiores que 97 kD, o que poderia corresponder
a neurotoxinas encontradas em outros estudos, sendo as mais abundantes da
ordem de 7 a 8 kDa, ressaltando que as toxinas da fracdo IV extraida por HPLC
foram as mais potentes (com mais de 50 Ag por animal) (Barona e outros, 2004).

4.5. Caracteristicas clinicas e sintomatologia do escorpionismo

Os envenenamentos por escorpido sao geralmente classificados de acordo
com a gravidade dos seus sintomas, como efeitos locais, caracterizados por dor e
eritema, ou como graves, onde ocorrem eventos neurologicos, musculares,
cardiacos e renais. Os sintomas de envenenamento apresentados pela picadura de
Tityus pachyurus estdo relacionados a eventos cardiovasculares (Mera-Ortiz;
Guerrero-Vargas., 2022) e sua picada foi classificada mundialmente como classe Il
(Khattabi, Soulaymani, et al., 2011; Micaiah et al., 2018) onde tem sintomas como
insuficiéncia cardiaca, hipotenséo, arritmias e na classificagdo colombiana como
“‘manifestagdes sistémicas graves”; Tabela 1 (Guerrero-Vargas et al., 2015).

Geralmente 0 envenenamento sistémico ocorre em 2 tempos: a fase hiperdinamica,
com aumento da pressao arterial e maior contratilidade do ventriculo esquerdo (VE),
e fase hipocinética onde a presséo arterial diminui e ocorre o deterioro da funcao
sistdlica do VE (Elatrous et al., 2015). Outros sugerem que a fase inicial comeca
com a fase colinérgica, com sintomas como vOmitos, sudorese, hipersalivacéo,
priapismo, bradicardia e hipotenséo arterial, seguida por uma fase adrenérgica, que
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inclui hipertenséo arterial, taquicardia e insuficiéncia cardiaca (Junghanss & Bodio,
2006). Alguns estudos mostraram que o edema pulmonar devido ao veneno de
escorpido estd associado a disfuncdo ventricular esquerda e dano miocardico
(Amaral et al., 1993; Junghanss & Bodio, 2006).

Guerrero-Vargas e colaboradores classificaram os sintomas para a regiédo da
Colombia em:

Tabela 1. Classificacdo clinica de acidentes por picada de escorpido na Colémbia

Manifestagcbes

Manifestagcbes

Manifestacbes

Manifestagcbes

locais sistémicas sistémicas sistémicas graves

leves moderadas
Parestesia Cefaleia Confuséo Arritmias ventriculares
Dor localizada Nauseas Agitacéo Hipotenséo
Sudorese Palidez psicomotora bradicardia
Equimoses Sialorréia Ataxia Colapso Cardiovascular
locais (variavel)  Vémitos Diarreia Dificuldade respiratéria
Eritema isolados Distonia Edema pulmonar
Hiperestesia Rinorréia Mioclonia Comprometimento
Sensacéo de Sudorese Pancreatite por Neurolégico (coma)
gueimacao Odinofagia hemorragia Estado convulsivo
Erupcéo Contragdes Gastrointestinal Comprometimento
cutdnea com locais Broncoespasmo neuromuscular
Bolhas Priapismo
(exquisito) Vomitos

recorrentes

Fonte: (Guerrero-vargas et al., 2015)

4.6.Sistema Cardiovascular

As paredes de varios érgéaos e tubos do corpo séo constituidas por camadas de
células musculares lisas. Elas recebem inervacdo neural do sistema nervoso
autébnomo. O fendtipo contratil do musculo liso € regulado por hormdnios, capazes
de atuar por meio de mecanismos autocrinos ou paracrinos, bem como por sinais
fisicos e quimicos locais (Renna & Miatello, 2004).

O sistema circulatério é composto por: 1. uma bomba ou motor circulatério
(coragdo) que esta ligado a outras estruturas toracicas através de grandes artérias,
2. tubos de transporte (vasos sanguineos) que comecam (artérias) e terminam
(veias) no coracdo e 3. um fluido, sangue. Sua principal funcdo € enviar sangue
pouco oxigenado aos pulmbes e sangue rico em Oz e nutrientes aos diversos
tecidos do corpo (Tresguerres et al., 2005).
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Todos os vasos sanguineos de determinado calibre sdo constituidos por trés
camadas concéntricas 1. Tunica Interna ou intima: Formada por sua vez por a) o
endotélio, uma camada de células planas (células endoteliais), que recobrem o vaso
internamente. b) Delicada camada subendotelial constituida por tecido conjuntivo
frouxo c) A lamina elastica interna, que € o componente mais interno da intima,
composta principalmente por elastina, que possui aberturas chamadas fenestras
que permitem o transporte de substancias para as células localizadas mais internas.

2. Tanica média, composta por camadas concéntricas de células musculares
lisas com formato helicoidal. Quantidades variaveis de laminas elasticas, fibras
reticulares (colageno tipo lll), proteoglicanos e glicoproteinas séo interpostas entre
as células musculares lisas. Nas artérias, a tinica média possui uma camada
elastica externa mais fina que a separa da tunica adventicia.

3. Tunica externa ou adventicia, formada por tecido conjuntivo frouxo, composto
principalmente por fibroblastos e colageno.

Figura 3. Estrutura geral de um vaso sanguineo. Retirado de: https://www.unifal-
mg.edu.br/histologiainterativa/sistema-circulatorio/
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Fonte: https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/sistema-circulatorio/

O sistema nervoso controla a circulagcdo maioritariamente através do sistema
nervoso autonomo, sendo o sistema nervoso simpatico o principal regulador,
embora o sistema nervoso parassimpatico tenha um importante contributo na
regulacdo da funcdo cardiaca (Guyton & Hall, 1994). O sistema nervoso autbnomo
esta envolvido na regulacdo em segundos da pressédo arterial, da motilidade
digestiva, das secrecfes gastrointestinais, do esvaziamento da bexiga urinaria, da
sudorese, da temperatura corporal e de outras fungbes (Guyton & Hall, 1994), em
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quanto que a circulacao periférica é regulada por mecanismos nervosos e outra
parte é regulada por mecanismos especificos do sistema circulatério (Estafiol et al.,
2009).

4.7. O mecanismo contratil

A contracdo do musculo liso comega com um processo de despolarizacao,
seja por estimulo quimico (neurotransmissores), elétrico ou mecanico. O ion calcio
(Caz*) se liga a calmodulina, ativando a fosforilacdo da cadeia leve da miosina. A
via RhoA/Rho quinase regula a sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca?",
bloqueando a acdo da miosina fosfatase e impedindo-a de desfosforilar a cadeia
leve, permitindo assim a manutencdo da forca de contracdo. Por outro lado, o
relaxamento do muasculo liso comeca quando o Ca2* é removido do citosol e a
miosina fosfatase é ativada, revertendo a fosforilagdo (Webb, 2003).

Num organismo saudavel, o mecanismo de contragdo das células musculares
lisas € controlado principalmente por estimulos mecanicos, como o estiramento, e
pela ativacao de receptores especificos em proteinas contrateis, como a actina e a
miosina. Além disso, altera¢gBes no potencial elétrico da membrana celular, seja por
potenciais de acdo ou pela ativacdo de canais idnicos sensiveis ao estiramento,
também podem desencadear contracfes. Para que essa contracdo ocorra, a
quinase da cadeia leve da miosina (MLCK) deve fosforilar uma cadeia leve de 20
kDa na miosina. Isso facilita a interacdo entre miosina e actina. A contracdo €&
impulsionada pela energia gerada pela atividade ATPase da miosina, que produz
um ciclo de formacédo e quebra de pontes cruzadas entre ambas as proteinas.
Portanto, o nivel de fosforilagdo da cadeia leve da miosina é o fator chave que regula
a atividade contratii do musculo liso. Em certas células musculares lisas, a
fosforilacdo da cadeia leve permanece em niveis baixos mesmo sem estimulos
externos, como ativacdo mecanica ou de receptor. Este estado basal € conhecido
como tonus da musculatura lisa, cuja intensidade pode variar dependendo das
necessidades fisiolégicas (Webb, 2003).

4.8 Contracdo do musculo liso dependente de Ca?*

A contracdo do musculo liso comeca com uma alteracdo nos filamentos
grossos mediada por Ca?*, enquanto no musculo estriado, a contragcdo ocorre
devido a modificagcdes nos filamentos finos também induzidas por Ca?*. Em
resposta a certos estimulos, a concentracdo de Ca?* dentro da célula aumenta, o
que faz com que esse ion se ligue a proteina calmodulina. Essa unido ativa a
guinase da cadeia leve de miosina (MLCK), que fosforila a cadeia leve da miosina
(Figura 4). O aumento de Ca?* no citosol ocorre pela liberacdo de Ca?* dos depdositos
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intracelulares (reticulo sarcoplasmatico) e pela entrada de Ca2* do espaco
extracelular através dos canais de Ca?" dependentes de receptores. Agonistas
como norepinefrina, angiotensina Il e endotelina, ao se ligarem a receptores
acoplados a proteinas G heterotriméricas, estimulam a atividade da fosfolipase C.
Esta enzima age sobre o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato na membrana, produzindo
dois segundos mensageiros: inositol trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DG). O IP; se
liga aos receptores no reticulo sarcoplasmatico, resultando na liberacdo de Ca2* no
citosol. Por sua vez, o DG, junto com o Ca?*, ativa a proteina quinase C (PKC), que
fosforila proteinas-alvo especificas. Existem diferentes isoenzimas da PKC no
musculo liso, cada uma com uma funcgéo particular dependendo do tipo de tecido
(vascular, uterino, intestinal, entre outros). Em muitos casos, a PKC facilita a
contracao ao fosforilar canais de Ca?* tipo L e outras proteinas que regulam o ciclo
de formacéo de pontes cruzadas. Os ésteres de forbol, que ativam a PKC, imitam a
acdo do DG e causam a contracdo do musculo liso. Finalmente, os canais de Ca2*
tipo L, na membrana celular, se abrem em resposta a despolarizagdo da membrana
causada pelo estiramento da célula do musculo liso (Webb, 2003).

Figura 4. Regulacao da contracdo do musculo liso vascular. DAG, diacilglicerol,
IP3, inositol 1,4,5-trifosfato; PKC; MLCK, quinase da cadeia leve de miosina; MLC,
cadeia leve de miosina; MP, miosina fosfatase, RS, reticulo sarcoplasmatico;
P,fosfato (Webb, 2003)
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Fonte: de (Webb, 2003)

Além da ativacdo da MLC quinase dependente de Ca?*, a fosforilagdo da
cadeia leve da miosina também é regulada pela fosfatase MLC (ou fosfatase da
miosina), que remove o fosfato de alta energia da cadeia leve, promovendo assim
a suavidade relaxamento muscular. A fosfatase MLC tem trés subunidades: uma
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subunidade catalitica de 37 kDa, uma subunidade variavel de 20 kDa e uma
subunidade de ligacdo a miosina de 110 a 130 kDa. Quando a subunidade de
ligacdo a miosina é fosforilada, inibe a atividade enzimatica da fosfatase MLC,
permitindo que a cadeia leve da miosina permaneca fosforilada e, portanto,
promovendo a contracdo. A pequena proteina G RhoA e seu alvo, a Rho quinase,
desempenham um papel crucial na regulacdo da fosfatase MLC. A Rho quinase,
que é uma serina / treonina quinase, fosforila a subunidade de ligagdo a miosina da
fosfatase MLC, inibindo sua atividade e promovendo assim a fosforilacdo da cadeia
leve da miosina (Fig. 11). Os inibidores farmacoldgicos da Rho quinase, como o
fasudil e 0 Y-27632, bloqueiam a sua atividade competindo com o local de ligacéo
do ATP na enzima. A inibicdo da Rho quinase causa relaxamento de segmentos
isolados de musculo liso que foram contraidos por varios agonistas. Em animais
intactos, foi demonstrado que os inibidores farmacol6gicos da Rho quinase induzem
o relaxamento do musculo liso nas artérias, resultando numa diminuicédo da presséo

arterial (Webb, 2003).

49. Relaxamento do musculo liso

O relaxamento da musculatura lisa ocorre quando o estimulo que provoca a
contracao é retirado ou pela acdo direta de substancias que induzem a inibi¢cdo do
mecanismo contratil (como o fator natriurético atrial, que atua como vasodilatador).
De qualquer forma, esse processo requer diminuicdo da concentracao intracelular
de Ca?* e aumento da atividade da fosfatase MLC (Figura 5). Se os mecanismos
qgue regulam o sequestro ou eliminacdo do Ca?* intracelular, ou aqueles que
aumentam a atividade da fosfatase MLC, estiverem alterados, isso pode levar a uma
resposta anormal no musculo liso (Webb, 2003).



15

Figura 5. Representacao grafica do relaxamento da musculatura lisa
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Fonte: de (Webb, 2003)

O relaxamento das células musculares lisas ocorre quando a concentracdo
intracelular de Ca?* diminui. Este processo envolve varios mecanismos para
remover o Ca2* citosélico, que incluem o reticulo sarcoplasmatico e a membrana
plasmatica. O acumulo de Ca?* no reticulo sarcoplasméatico depende da hidrdlise do
ATP. A Ca,Mg-ATPase do reticulo sarcoplasmatico, quando fosforilada, liga-se a
dois ions Ca?*, que se movem para o lado luminal do reticulo sarcoplasmatico e séo
liberados. O Mg?* é essencial para a atividade desta enzima, pois se liga ao sitio
catalitico da ATPase para facilitar a reacdo. Essa ATPase € inibida por diversos
agentes farmacoldgicos, como vanadato, tapsigargina e acido ciclopiazénico. Além
disso, as proteinas de ligacdo ao Ca2?" no reticulo sarcoplasméatico, como a
calsequestrina e a calreticulina, também contribuem para a reducdo dos niveis
intracelulares de Ca?".

Por outro lado, a membrana plasmatica também contém Ca,Mg-ATPases,
que fornecem um mecanismo adicional para diminuir a concentracdo de Ca?* na
célula. Ao contrario da ATPase do reticulo sarcoplasmatico, esta enzima possui um
dominio autoinibitério que pode se ligar a calmodulina, ativando a bomba de Ca2*
na membrana plasmatica.

Os trocadores Na'/Ca?*, encontrados na membrana plasmatica, também
ajudam a reduzir a concentragdo intracelular de Ca?*. Este antiportador de baixa



16

afinidade esta intimamente relacionado aos niveis de Ca2* dentro da célula e pode
ser inibido por substancias como amilorida e quinidina.

Finalmente, os canais de Ca?*, que operam tanto pelos receptores quanto
pela voltagem na membrana plasmatica, sdo cruciais para a entrada de Ca?* e a
contracdo do musculo liso. A inibicdo desses canais pode causar relaxamento. Os
antagonistas dos canais, como di-hidropiridinas, fenilalquilaminas e
benzotiazepinas, ligam-se a locais especificos na proteina do canal e inibem a
entrada de Ca?* no masculo liso (Webb, 2003).

4.10. Docking molecular

O docking molecular € um método de bioinformatica que permite aos
sistemas computacionais prever e calcular a posicdo mais favoravel de interacéao
entre um ligante e um alvo (principalmente proteinas) a partir de suas
representacdes tridimensionais. Esta ferramenta de bioinformatica difere quando
aplicada em todos os casos e 0s programas utilizados com esta funcionalidade
utilizam métodos diferentes para tratar cada caso particular. Além disso, cada alvo
proteico é estruturalmente diferente e a capacidade de replicar resultados
experimentais e fisioldgicos depende em grande parte do sistema utilizado e dos
critérios do utilizador (Ballon Paucara & Grados Torrez, 2019).

O docking molecular foi inicialmente descrito em 1982 por Kuntz e
colaboradores, tornando-se uma ferramenta central virtual para a busca, baseada
na estrutura, de ligantes com atividade biolégica, bem como possiveis alvos
terapéuticos. Ligantes sdo um grande grupo de pequenas moléculas de natureza
diferente, como hormoénios, neurotransmissores, medicamentos ou compostos
isolados de diferentes fontes naturais. Os alvos terapéuticos sao geralmente
moléculas grandes como acidos nucleicos (DNA/RNA) ou proteinas, de modo que
um ligante se liga ao seu alvo correspondente, podendo portanto ter atividade
bioldgica de inibicdo ou ativagcédo (Ballbn Paucara & Grados Torrez, 2019).

Dois algoritmos separados sdo usados no acoplamento molecular. O primeiro
prevé todas as possiveis configuracées ou conformacdes estruturais (poses) que o
ligante pode adquirir quando estabelecido dentro de um dominio ou sitio ativo na
proteina alvo, e o segundo algoritmo com funcé&o de pontuacéo prevé as energias
de ligacdo entre o ligante e o receptor para cada uma das configuracdes
estabelecidas pelo primeiro algoritmo (Ballon Paucara & Grados Torrez, 2019).
Apos a interagao do ligante e do alvo, uma classificagdo hierarquica é estabelecida
de acordo com suas energias de ligacéo. As funcdes de pontuagédo sao capazes de
filtrar compostos de grandes bases de dados e a configuragdo de um composto com
a pontuacdo mais alta deve corresponder a configuragdo com uma energia de
ligacdo mais favoravel, para que este composto possa ser considerado como um
potencial semente ou chumbo (Phatak et al., 2009). No entanto, o docking molecular
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também apresenta algumas fragilidades, pois ndo leva em consideracao a natureza
dindmica da proteina alvo, considerando-a erroneamente como uma estrutura
estatica. Somam-se algumas limitacbes nos algoritmos de amostragem e
imperfeicbes nas funcbes de pontuacdo que dao origem, em alguns casos, a
geracédo de falsos positivos e negativos (Lill, 2011), tornando a precisao altamente
dependente da proteina alvo (Warren et al., 2006). Apesar disso, € uma ferramenta
gue permite prever a estrutura dos complexos intermoleculares que se estabelecem
entre duas moléculas.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido com antecedencia a Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara, foi aprovado sob o
protocolo: 6847100823 (ID 002516) Todos os cuidados com 0s animais de
experimentacédo foram regidos de acordo com as regulamentacdes do Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA/MCTI).

5.2 Veneno de escorpido
5.2.1 Local de coleta dos individuos e manutencédo em cativeiro

A coleta foi realizada no ano 2018, no povoado Payande, municipio de Tolima,
departamento de Cauca (Colédmbia), a uma altitude de 1100 metros acima do nivel
do mar. A coleta foi livre realizada entre 7h da noite a 5h da manha (autorizacéo de
coleta R0152 de 15/02/2015 da ANLA, Colémbia), os quais foram colocados em
caixas coletoras com orificios para ventilacdo e algoddao embebido em agua para
hidratacdo. Posteriormente, foram transportados do estado de Tolima até o
municipio do Cauca. Os espécimes foram mantidos em cativeiro no Centro de
Pesquisas Biomédicas da Universidade de Cauca (CIBUC) em terrarios plasticos,
utilizando pedra de aquario como substrato, uma fracao de favo de ovo como reflgio
e agua fornecida constantemente ad libitum. A alimentacao foi realizada a cada 15
dias, fornecendo insetos vivos como grilos e baratas, um para cada individuo com
tempo maximo de cativeiro de 7 a 8 meses. Apos a coleta do veneno, os escorpides
foram sacrificados e mantidos em alcool. O veneno coletado foi tratado e
armazenado até ser usado neste projeto

5.2.2 Obtencéao de veneno
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O veneno foi obtido de 40 escorpifes adultos da espécie Tityus pachyurus,
realizando extracdes com intervalos de 30 dias durante os meses em que
permaneceram em cativeiro, ano 2018. A extracao do veneno ocorreu por meio da
estimulacdo elétrica do télson, no quarto segmento da cauda do escorpido, com o
uso de um gerador de pulsos elétricos DC Square Wave 1999 (824151IS Lafayette
Instrument Company), seguindo o procedimento estabelecido por Guerrero (2002).
Este procedimento envolve a aplicacao de estimulos elétricos minimos através de
duas pincas de carga positiva e negativa no quarto segmento da cauda do
escorpido. O veneno € recolhido através de um tubo Eppendorf, conforme mostrado
na Figura 1. O veneno é purificado através da centrifugacdo a 15.000 rpm por 15
minutos a 4°C, utilizando a centrifuga Labnet Hermle Z233MK-2, situada no biotério
CIBUC. O sobrenadante foi selado com filme plastico perfurado e, em seguida,
liofilizado em tubos Eppendorf de 1,5 ml, sendo mantido a -20°C até a hora de fazer
o pool de veneno total para o projeto actual. Cinco extracdes de veneno foram feitas
ao longo de aproximadamente oito meses.

Figura 6. 1A) Extracao de VTp, método Guerrero (2002). A) Eletrodos (+ e ) B:
gota de veneno coletado. Fotografia tirada no (Centro de InvestigacGes Bioldgicas
da Universidade do Cauca-Colémbia, 2018). 1B) Pool de Fotografia tirada no
NPDM-Br

Fonte: Elaborada pelo autor, 2025

5.2.3 Veneno total de Tityus pachyurus

O trabalho inicial deste projeto foi fazer o pool de veneno total partindo das as
mostras coletadas (ano 2018). O pool de veneno foi obtido a partir das cinco
extragOes individuais previamente coletadas (no ano 2018). Para unificar as
amostras, foram adicionados 150 pL de agua Milli-Q a cada um dos tubos Eppendorf
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contendo o veneno liofilizado. Em seguida, as solugbes foram cuidadosamente
homogeneizadas e transferidas para um unico tubo de coleta. Esse procedimento
foi repetido para cada tubo, com o objetivo de maximizar a recuperagao do veneno
residual aderido as paredes dos recipientes. O volume total de 4gua Milli-Q utilizado
para a reconstituicdo foi de 2,0 mL. A fim de quantificar a quantidade de proteina
contida no pool de veneno resultante, a solu¢do foi homogeneizada em vértex e
centrifugado a 14.000 rpm a 4°C (marca XS205 DualRange fact) durante 2 minutos,
uma pequena por¢cdo do muco do veneno que impedia a homogeneizacao foi
removida e imediatamente partindo do pool de veneno foi feita uma diluicdo 50x,
para fazer uma leitura de absorbancia em espectrofotometro a 280 nm (NanoDrop
2000/2000c). A diluicéo foi realizada da seguinte maneira: 20 pl de veneno foram
diluidos em 980 ul de agua mili-Q ultra purificada (fator 1/50), aplicou-se a férmula
descrita abaixo para calcular a concentracdo de proteina total contida no pool de
veneno.

Donde:
CFv = (A280) * (Fd)
CFv = Concentracédo do pool de veneno
A280 = Absorbancia a 280 nanémetros (nm)
Fd = Fator de dilui¢éo.
Deu como resultado:
CFv = 1.216 mg/ml * 50 = 60.8 mg/ml
O que é a concentracdo de proteina no veneno em 1ml de agua mili-Q.

Para os 2,0 ml de agua que foram usados na diluicdo do veneno, tinha-se
121,6 mg de veneno, como mostra-se aqui:

Absorbancia 280 nm =1.216mg/ml x 50 (factor de dilu¢ado)
Absorbancia 280 nm = 60.8 mg/ml. A concentracao de veneno total é de121,6 mg.

Foi deixado em 120 mg devido as perdas de veneno que permanecem nas paredes
das pipetas, e aplicou-se a regra de trés para saber em quantos ml estavam
contidos 20 pg de proteina.
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Figura 7. Raz&o de VTp em mg
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2025

Posteriormente, foram retiradas aliquotas de 330 pl contendo 20 mg do veneno, das
quais foram obtidas 5 aliquotas de 330 ul e uma aliquota com um pequeno residuo
de veneno e imediatamente foram liofilizadas (liofilizador L101). Apds a secagem
das amostras, foram congeladas no ultracongelador (marca SANYO modelo MDF-
U5486SC) a -80°C. As aliquotas foram retiradas individualmente, conforme a
necessidade de cada experimento, as demais permaneceram armazenadas até seu
uso. O veneno do Tp. foi usado para realizar testes In vivo e In vitro

5.3 AVALIACAO In vivo DO VENENO DE Tityus pachyurus

O teste HET-CAM (Hen’s Egg Test on the Chorioallantoic Membrane) foi
conduzido com o objetivo de avaliar a toxicidade aguda e caracterizar o
comportamento vasomotor inicial do VTp, previamente aos estudos de reatividade
vascular. A irritabilidade do veneno de T.p. foi avaliado a através deste teste,
utilizando embriGes da espécie Gallus gallus no décimo dia de desenvolvimento
embrionério, com o objetivo de avaliar se doses subletais do veneno do escorpido
Tityus pachyurus provocaram irritagdo, como hemorragia, coagulagéo ou lise dos
vasos sanguineos, na membrana corioalantéica (CAM) durante um periodo de 5
minutos de observacéo (Luepke & Kemper, 1986).

O teste consistiu ha remocao cuidadosa da porcao da casca do ovo localizada
acima da camara de ar, expondo a superficie interna da membrana do ovo. Em
seguida, a membrana corioalantéica foi delicadamente acessada e preparada para
a aplicacdo da substancia-teste. Devido a elevada vascularizacdo da CAM, esse
método permitiu uma primeira aproximacdo a acdo do veneno nosS vasos
sanguineos embrionarios em tempo real para estabelecer sua a¢cdo vasoconstritora
ou vasodilatadora.

5.3.1 Incubacgéo de ovos e acesso a membrana corioalantoide (CAM)

Os ovos fecundados da espécie Gallus gallus domesticus foram higienizados
cada um em agua corrente, fazendo uma limpeza suave na casca do ovo e foram
secados com papel toalha. Os ovos foram imediatamente encaminhados para a
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chocadeira (Modelo IP35D, Premium Ecolégico®), previamente aquecida, sob
condicBes controladas de temperatura 37 °C e 60% de umidade.

No quarto dia, o desenvolvimento do embrido dos ovos foi verificado através
de uma luz focal branca em um quarto escuro, a camara de ar foi marcada com um
circulo feito na casca imediatamente acima com um I4pis comum. Os ovos
embrionados, foram colocados sobre copos plasticos de 50 ml, com a marca do
lapis voltada para cima e encaminhados para uma incubadora de CO, (Modelo
MCO-17AC, Sanyo Scientific®) até o décimo dia, onde eles foram retirados cada
um da incubadora para a realiza¢do do experimento.

A seguir, descreve-se o procedimento experimental adotado: A abertura da
casca do ovo foi realizada fazendo uma pequena incisdo por meio de uma tesoura
Castroviejo na parte demarcada, a abertura foi ampliada até deixar toda a camara
de ar completamente exposta e permitir a remocdo da membrana coclear e a
exposicao especifica da membrana corioalantdica. Apds a exposicdo, 0 composto
teste foi administrado sobre a CAM, foi gravado e observado por meio de uma
camera ancorado a um estereomicroscépio e registrado por um tempo 5 minutos,
quaisquer acdes classificadas como potencialmente irritantes (hemorragia,
coagulacdo ou lise de vasos). qualquer manifestacdo de um dos eventos
mencionados foi registrada para posterior medi¢cao por meio do escore de irritacao.

Nos tempos de 0, 30, 60, 120, 240 e 300 segundos, foram tiradas fotografias.
Apébs a conclusdo do experimento, os embrides foram eutanasiados por meio do
corte dos vasos sanguineos.

5.3.2 Grupos experimentais

O N experimental foi de 4 ovos por grupo, onde os grupos foram: 1) grupo
controle de vasoconstricdo (fenilefrina PHE 1mM). 2) grupo controle de
Vasodilatacao (acetilcolina ACh 1 uM). 3) grupo controle positivo (hidroxido de sodio
NaOH 0,1M. 4) grupo controle negativo (solugcédo salina tamponada com fosfato
PBS). 5) grupo veneno de Tiyus pachyurus VTp, a maior dose do veneno (60 ug)
(explicado abaixo no item de “doses de veneno”). Todos os grupos foram gravados
com a camera acoplada ao equipamento por 5 minutos.

5.3.3 Toxicidade aguda

A toxicidade aguda foi avaliado por andlise qualitativa por meio do escore de
irritacéo (IS). O IS utilizou-se por Luepke e Kemper em 1986 em seu método HET-
CAM que consistia em analisar o grau de irritabilidade de uma substancia segundo
trés critérios observados na membrana: hemorragia, lise dos vasos e coagulacao.
Para caracterizar o potencial de irritagéo O Irritation Score é Classificado com base
em quatro parametros analogas ao teste de Draize (Tabela 2), e é calculado atraves
da formula descrita abaixo. Foram avaliados trés grupos: o veneno do VTp, controle
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positivo (NaOH) e controle negativo (PBS), gravado por 5 minutos e capturadas
fotos em 5 momentos: antes da aplicacdo da substancia, 30, 60, 120, 240 e cinco
minutos apods o tratamento, para permitir a comparacao direta induzida por cada
agente. Os videos registrados durante esse tempo ajudaram a corroborar
exatamente o momento em que alguns dos trés eventos ja mencionados ocorreram

301 — secH 301 — secL 301 — secC
15 =5 (o) 4 7 () 9 ()

300 300 300
Onde:

H: Denotando Hemorragia

L: Denotando Lise de Vasos

C: Denotando Coagulacao

Sec: Expressa o tempo inicial em segundos

5: Constante de Hemorragia que deve multiplicar o tempo em segundos em que
ocorreu o efeito

7: Constante de Lise vascular que multiplicar o tempo em segundos em que ocorreu
o efeito

9: Constante de Coagulacédo que multiplicar o tempo em segundos em que ocorreu
o efeito

300: Tempo total do experimento que deve dividir cada fracao

Na tabela mencionada abaixo foi usada para fazer a classificacdo de irritacdo dos
resultados obtidos de nosso experimento

Tabela 2. Classificacdo do irritation score do Het Cam.

Intervalo de Escore de Irritagéo Classificacao
0,0-0,9 Nao irritante
1,0-49 Irritante leve
5,0-8,9 Irritante médio
9,0-21 Irritante severo

Fonte: Classificacéo retirada de (Frota de Lima, 2022) sendo uma adaptacao do autor (Luepke &
Kemper, 1986)

5.3.4 Comportamento vasomotor inicial mediante analise de imagens
pelo GIMP

Foi realizado analise analise quantitativa de imagens com o objetivo de
mensurar a area ocupada por vasos sanguineos na membrana cério-alantéica
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(HET-CAM) de embrides de galinha, a fim de avaliar o efeito vascular de diferentes
substancias aplicadas topicamente. Foram avaliados quatro (4) grupos
experimentais, correspondentes as seguintes substancias: veneno do Tityus
pachyurus (VTp), controle de vasodilatacdo (acetilcolina ACh), controle de
contracao (fenilefrina PHE) e solucao salina tamponada com fosfato (PBS). Para
cada condicao experimental, foram utilizadas imagens obtidas de quatro ovos férteis
(n = 4), totalizando 16 experimentos independentes. As imagens foram capturadas
em 5 momentos: imediatamente antes da aplicacdo da substancia (imagem basal),
30, 60, 120, 240 e cinco minutos apos o tratamento (imagem pos-tratamento), de
modo a permitir a comparacao direta dos efeitos vasculares induzidos por cada
agente.

As imagens foram adquiridas em formato bitmap (.BMP), o que preserva a
integridade dos dados visuais devido a auséncia de compressao, garantindo
precisdo na analise digital subsequente. O processamento e a quantificacdo das
imagens foram realizados utilizando-se o software GIMP (GNU Image Manipulation
Program), versao 3.0.2. Inicialmente, as imagens passaram por um processo de
pré-processamento com aplicagdo do filtro “Fotocépia”, recurso que converte a
imagem para tons de cinza ao mesmo tempo em que realga o0 contraste entre
estruturas vasculares e o fundo da membrana, favorecendo a definicdo dos
contornos dos vasos, adaptando o processo segundo a metodologia de Loidi-
Castillo (2012).

Figura 8. Imagem do HET-CAM obtida apds o pré-processamento.

N H1T=0bmp

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

A sequir, procedeu-se a segmentacdo das estruturas vasculares por meio da
ferramenta “Sele¢cdo Difusa” (também conhecida como varinha magica), que
permite a selegcdo automéatica de regides contiguas com base em similaridade tonal.
O limiar de sensibilidade da selecao foi ajustado manualmente para cada imagem,
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assegurando que apenas 0s vasos sanguineos fossem selecionados, excluindo
areas adjacentes nao vasculares. A quantificacéo da area vascular foi realizada por
meio da ferramenta “Histograma” do préprio GIMP, que fornece a contagem precisa
do numero de pixels incluidos na selecdo ativa. Com base nesses dados, foi
possivel estimar a area ocupada pelos vasos como propor¢cdo da &rea total da
imagem.

Para a avaliacao do efeito das substancias sobre a vasculatura, foi calculada
a variacdo percentual da area vascular entre os tempos pré e pos-tratamento,
utilizando-se a férmula:

Area pos_tratamento — Area basal

Variacao percentual = ( ) x 100

Area basal

Esse procedimento permitiu determinar de forma objetiva o aumento ou
reducdo da area vascular em resposta a cada agente testado. A metodologia
adotada garantiu padronizacdo entre os grupos, favorecendo a reprodutibilidade
dos dados e a comparacéo estatistica entre os diferentes tratamentos.

5.4 Avaliacéao In vitro do veneno do Tityus pachyurus

Com base nos resultados obtidos do teste de HET-CAM foram estabelecidos
0s parametros iniciais para determinar o possivel efeito vasodilatador do veneno por
meio do sistema do banho de 6rgdos, uma vez que suas propriedades
farmacoldgicas ainda ndo eram conhecidas. O teste de reatividade vascular foi
realizado com o objetivo de compreender mais profundamente o mecanismo de
acdo do veneno, antecedendo o estudo in silico voltadas a modelagem molecular e
predicdo de interacdes.

Para avaliar o VTp In vitro foi usada a técnica de banho de 6rgao isolado. para
determinar o efeito do VTp nos anéis aorticos, foram usados para cada um dos
grupos de tratamento, pelo menos 6 anéis adérticos de trés ratos para cada uma das
curvas dos diferentes grupos vasoativos. As aliquotas do veneno de Tp. que ficaram
armazenadas, foram diluidas em agua milli-Q e posteriormente diluida em solucéo
de Krebs henseleit (veiculo) no mesmo dia da realizacdo do experimento, o
procedimento foi 0 mesmo para todos os casos. Foram realizadas curvas de
concentragcéo-resposta, que consistram em 8 doses cumulativas de VTp de
concentracéo 0,05 ;0,1 ;0,4 ;1; 3; 10 ; 20 até 60 (ug/ml) (segundo tabela 3),
administradas a cada 10 minutos; estas concentracfes foram baseadas de acordo
com o protocolo de (Romero-Imbachi et al.,, 2021), e também foi levado em
consideracédo a DL50 para T.pachyurus (DL50=4.8 mg/kg) de (Barona et al., 2006)
pois nosso proscesso de quantificacdo do veneno foi extraido uma pequena parte
de precipitado do “muco” do veneno, que impediu uma mistura homogénea, para
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realizar a quantificacdo proteica. Essa etapa também foi realizada pelo autor
durante o procedimento de purificacao.

Tabela 3. Relacdo doses- concentracao de VTp usadas nos experimentos.
Baseadas de acordo com o protocolo de (Romero-Imbachi et al., 2021)

1 2 3 4 5 6 7 8
ponto ponto ponto ponto ponto ponto ponto ponto
Doses VTp
(en pg) cuba 0,5 15 4 10 30 100 200 600
10 ml
Concentragdao
VTp (ug/ml) 0,05 0,15 0,4 1 3 10 20 60

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Adicionalmente, foi feita um teste para avaliar se quando foi aumentado as
concentracdes do veneno da tabela 3 para as concentragbes de 3; 10; 20; e 60,
120, 240, 480, 960 pg/ml o efeito ficava diferente, mais no teste feito corroborou-se
que as curvas de concentragdo-resposta reagiram na mesma proporcao portanto
continuou-se com doses da tabela 3.

5.4.1 Obtencao de anéis adrticos

Foram utilizados Rattus norvegicus da cepa Wistar, machos, com peso de
300 £ 50g, mantidas em condi¢des de temperatura de 22 + 2 °C, com dieta especial
para roedores (rodent diet) e 4gua ad libitum.

Foram selecionadas aleatoriamente ratos Wistar de onde foram extraidos
anéis aorticos. Os individuos foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg) e
xilazina (9 mg/kg) por via intraperitoneal (Segura, 2007) e eutanasiados por
exsanguinacao na veia cava inferior através de uma incisdo na cavidade abdominal.
Uma vez que a morte do animal foi confirmada, foi feita uma inciséo pré-esternal na
cavidade toracica a fim de isolar a aorta toracica e imediatamente depois foi imersa
em solugcdo de Krebs-Henseleit a temperatura ambiente. Retirou-se
cuidadosamente a camada externa, para ser cortado em segmentos de 3 a 4 mm
de comprimento; de cada aorta foram obtidos 4 anéis. Foram sacrificados dois ratos
por dia.

Cada anel foi suspenso por duas estruturas triangulares de fio de aco. Uma
das pecas triangulares foi conectada a um gancho de uma haste metalica e a outra
peca foi conectada por meio de um fio sem mola a um transdutor de tensado no
banho de orgédo. subsequentemente foram deixados em cubas com 10 ml de
solucdo de Krebs-Henseleit, e carbogenio (mistura de 95% de oxigénio e 5% de
diéxido de carbono), a 37 °C de temperatura. A oxigenacao foi verificada antes do
inicio do protocolo e a tenséo foi ajustada para 10 Newtons ou 2 gramas de peso.
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Figura 9. Esquema do sistema de banho e montagem dos anéis adrticos na camara
de Orgaos retirado de (Romero-Imbachi et al., 2021)

Fonte: Elaborado pelo autor (Romero-Imbachi et al., 2021)

O transdutor de tensdo ou de forca isométrica (MLT0201/ADInstruments),
monitorou a tenséo exercida pelos anéis, o sinal foi Amplificada por o amplificador
(Quad Bridge Amp, ML224, ADInstruments) e acoplado a um sistema de aquisicdo
digital de dados (Power Lab®, ML8661P, 4130, ADInstruments) para depois ser
trasmitido e registrado mediante o (LabChart® 8.0.1 for Windows, ADInstruments).
Foram usadas duas camaras de 6rgado, cada um com 4 canais.

5.4.2 Protocolo de estabilizacao e teste de viabilidade

Depois de fazer o montagem dos anéis aorticos na camara do banho de
orgaos, o sistema foi estabilizado trocando a solucéo de Krebs a cada 15 minutos e
ajustando a tenséo para 10 newtons. Este procedimento foi realizado durante um
periodo de uma hora (Khanna et al., 2011). Uma vez concluida a estabilizacéo, a
viabilidade de cada anel adrtico foi avaliada, induzindo-se uma contragdo com
cloreto de potassio (KCI) de concentracdo de de 60 mmol/L. Os anéis foram
aprovados somente se contraissem pelo menos 70% em relacdo ao seu valor basal.
Os anéis aprovados passaram pelo teste de viabilidade endotelial apos 4
substituicGes com Krebs e foram deixados nessa solucéo por tempo suficiente para
permitir a repolarizacdo da membrana celular. Na viabilidade endotelial, a linha de
base de cada anel foi registrada e ent&o a contragcéo com fenilefrina (PHE, 1 pmol/L)
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foi induzida, seguida de vasodilatacdo com acetilcolina (ACh, 10 pmol/L). Como
ilustra na figura 10.

Figura 10. Representa as curvas de veneno de VTp em anéis aodrticos pré-
contraidos com PHE ou KCL
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

5.4.3 Grupos experimentais anéis de aorta

Para avaliar o VTP no comportamento vasomotor da aorta, foram realizados
preparacdes aorticas In vitro organizados nos seguintes grupos: 1) previamente
contraidas com PHE (1 pmol/L) com endotélio (intacto) ou sem endotélio
(desnudado). 2) previamente contraidas com KCI| (60 mmol/L), com endotélio
(intacto) ou sem endotélio. 3) grupo dos bloqueadores de potassio (K*) todos com
endotélio :TEA (ImM), 4AP (1mM), Glibenclamida (10uM) e uma mistura de 50% de
(TEA e 4AP 1mM) em contracao). 4) grupo blogueadores via oxido nitrico (NO): L-
name (100uM) e ODQ (10uM) e 5) grupo dos blogueadores muscarinicos: Atropina

(1pM)

5.4.4 Efeito do VTp sobre o tono vascular: curvas de concentragao-
resposta de VTp em: contracgéo.

Para avaliar os efeitos do veneno no comportamento vasomotor da aorta, a
avaliacdo do relaxamento dos preparados de aorta foi realizada sob efeito do
veneno de T. pachyurus dissolvido em solugéo de Krebs. foram feitas curvas de
concentracéo-resposta com 8 pontos de concentragdes: 0,05; 0,15; 0,4; 10; 3; 10;
20 e 60 (ug/mL), 10 minutos para cada concentragdo, com endotélio (intacto) ou
sem endotélio (desnudado), em preparacdes In vitro o previamente contraidas com
fenilefrina (1 pumol/L) ou KCI (60 mmol/L), para induzir uma contragdo sustentada
através de acoplamento farmacomecanico e eletromecanico, respectivamente, até
atingir o platé da curva. Os dados foram registrados para analise.

5.4.5 Efeito do VTp sobre o tono vascular dependente do endotélio
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Para avaliar se o efeito do veneno é dependente ou independente do
endotélio no ténus vascular da aorta do rato, as vias endoteliais foram bloqueadas
através de diferentes grupos de bloqueadores, que permitiram estabelecer as
possiveis vias de acdo do veneno. Foram feitas curvas VTp mais fatores vasoativos
com endotélio que foram organizados de acordo a seu via de acao assim: 1) grupo
dos bloqueadores de potassio (K*):TEA 1 mM (Tetraetilamonio), 4AP 1mM (4-
Aminopiridina), Glibenclamida 10uM (GLIB) e uma mistura de 50% de (TEA e 4AP
1mM) em contracdo) 2) grupo blogueadores via oxido nitrico (NO): L-name (L-NG-
nitro-arginina metil éster) 100pM e ODQ 10pM (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-
aJquinoxalin-1-one), 3) bloqueadores muscarinicos: Atropina 1uM, onde os anéis
foram previamente incubados por 30 minutos antes de realizar a curva do veneno.

5.5 Avaliagéo In silico de toxinas do veneno Tityus pachyurus

A fim de compreender os efeitos farmacoldgicos do veneno de Tityus pachyurus
sobre o sistema vascular, inicialmente foram conduzidos testes das respostas
vasomotoras em anéis de aorta de rato, fornecendo dados experimentais essenciais
sobre sua possivel acdo sobre 0 endotélio e a musculatura lisa vascular. Com base
nesses achados In vitro, foi possivel direcionar analises complementares por meio
de estudos In silico, utilizando a técnica de docking molecular.

5.5.1 Docking Molecular de duas possiveis toxinas de Tityus
pachyurus

Modelagem 3D dos peptideos

Para a modelagem tridimensional dos peptideos TPA1
(ACGSCRKKCKGPGKCINGRCKCY), TPA2
(KKEGYLVGNDGCKYSCETRPAQYCHECELRKGTDGYCYAWLACYCYNMPDHR
TWSRATNRCGS) e TPA3 (ADDDLEGFSEEDLKAIKEHRAGLAA), foi utilizado o
programa PEP-FOLD 4.0, uma ferramenta de modelagem de estrutura peptidica
baseada em simulac6es de Monte Carlo restritas e aprendizagem automatica. O
PEP-FOLD 4.0 permite a geracdo de modelos estruturais de novos peptideos a
partir de sequéncias primarias, faciltando a obtencdo de conformacdes
energicamente favoraveis, mesmo para peptideos de natureza complexa (Thévenet
et al., 2012).

5.5.2 Docking peptideo-proteina

A avaliacdo das interagbes peptideo-proteina entre TPA1l, TPA2, TPA3
modeladas e os alvos canal retificador de potassio interno - KIR (PDB: 1P7B) e
canal de potassio ativados por calcio - KCa (PDB: 6CNN) foram realizados utilizando
a plataforma de docking ClusPro 2.0 (Comeau et al., 2004). O procedimento de
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docking envolveu a submissdo das estruturas tridimensionais das proteinas de
interesse, previamente obtidas a partir do Protein Data Bank (PDB), seguido pela
andlise das energias de interacdo entre as moléculas.

O algoritmo de docking utilizado pelo ClusPro é baseado em um processo de
Fast Fourier Transform (FFT) que busca as poses de acoplamento mais favoraveis
energeticamente, levando em consideragao quatro componentes principais: forcas
repulsivas (Erep), forcas atrativas (Eatt), interacdes eletrostéaticas (Eelec) e o termo
de afinidade baseado em Docking Atomic Coordinate System (EDARS). As energias
calculadas foram ponderadas conforme a equacdo descrita por (Kozakov et al.,
2014) Kozakov et al. (2017), onde E = 0.40 x Erep — 0.40 x Eatt + 600 x Eelec +
1.00 x EDARS, e expressas em quilocalorias por mol (kcal/mol).

Os resultados de acoplamento e vias de interacdo foram visualizados no
LigPlot+ (Laskowski & Swindells, 2011) para confirmar a posi¢céo de ligacdo dos
alvos e dos receptores.

5.6 Analise estatistica

Analise estatistica de avaliagdo In vivo do veneno de Tityus pachyurus: A
avaliacdo estatistica foi conduzida por meio de abordagens qualitativa e
quantitativa, de acordo com a natureza dos parametros observados.

Para o teste de toxicidade aguda (HET-CAM), foi empregada uma analise
qualitativa, baseada no célculo do indice de irritabilidade (IS), conforme critérios
estabelecidos na literatura. Esse indice considera o tempo de aparecimento de
sinais como hemorragia, lise e coagula¢do nos vasos da membrana corioalantoide,
classificando a toxicidade do composto testado em diferentes niveis.

Ja para o estudo do comportamento vasomotor inicial, a analise foi quantitativa. As
imagens obtidas da membrana corioalantoide, antes e apds a aplicacdo do veneno,
foram analisadas utilizando o software GIMP (GNU Image Manipulation Program),
versao 3.0.2. Foi calculada a variacdo percentual da area vascular entre os tempos
pré e pos-tratamento.

Analise estatistica de avaliacdo In vitro do veneno do Tityus pachyurus:
Foram utilizados por cada grupo um total de (n=6) segmentos aorticos de (N=2)
animais, sendo 'n' minusculo o niumero de segmentos de aorta utilizados e o 'N’
maiusculo o niumero total de animais.

Para todas as analises estatistica foi usado o software estatistico GraphPad
Prism® 8.0.1 (GraphPad Software, EUA). Os resultados foram expressos no
formato média = erro padrdo da média (EPM), acompanhado pelo nimero de
amostras experimentais (n). A EC50 foi apresentada como a média e intervalo de
confianga de 95% (IC95%)



30

Para comparar trés ou mais grupos a analise de variancia (ANOVA) com o
teste de comparacfes multiplas de Tukey. Para comparar dois grupos utilizou-se o
teste t para dados ndo pareados. Todos os grupos utilizaram o nivel de significAncia
de 0,05 (5%), o que significa que valores de P inferiores a 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

6. RESULTADOS

6.1. Avaliacédo In vivo do veneno Tichyus pachyurus

6.1.1. Toxicidade Aguda

Os resultados obtidos mediante o IS o grupo de VTp apresentou um IS de
1.54 sendo classificado como uma substancia que produz irritacéo leve. O controle
PBS apresentou um 1S=0, sendo considerados ndo irritantes. O grupo NaOH é um
irritante severo (1S=15,76). Os tecidos foram deixados por 5 minutos para cada
substancia e as imagens podem ser vistas na figura 11.

Tabela 4. Classificacdo do indice de irritacdo obtido do veneno de Tityus
pachyurus e seus respectivos controles

Composto IS Médio Classificacao
VTp 1.54 Irritante leve
PBS 0 N&o irritante
NaOH 15.76 Irritante severo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025

Figura 11. Resultados da ac&o de VTp e seus controles no HET-CAM
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6.1.2. Comportamento Vasomotor Inicial

Para cada substancia testada foram analisadas imagens de quatro ovos (n = 4). O
VTp apresentou uma vasodilatacdo com uma variagdo percentual da area vascular
de 10,43 £1,82 com respeto aos controles. A tabela a seguir resume os resultados
obtidos para a variacdo percentual da area vascular entre o momento inicial (t=0
seg.) e cinco minutos apos o tratamento e na figura 12 podem ser observadas as
imagens:

Tabela 5. Variacéo percentual da area vascular para cada substancia utilizada no
HET-CAM.

Substancia I\\/Ilgcrjliez;g(%/g) Egr&éza;gr(%z) Minimo (%) Maximo (%)
VTp +10,43 +1,82 +5,52 +13,33
ACh +1,18 +0,24 +0,64 +1,72
PBS +0,29 10,62 -1,14 +1,33
PHE -3,64 +0,69 5,27 -2,06

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Figura 12. Resultados da andlise da variacao percentual da &rea vascular com
VTp e seus controles no HET-CAM.

Substancia

ACh
(+)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

O veneno do escorpido Tityus pachyurus provocou um aumento significativo
na area vascular (média de 10,43%). Esse resultado indica um efeito vasodilatador
relevante, possivelmente mediado por componentes peptidicos ou proteicos do
veneno que atuam sobre o endotélio ou diretamente na musculatura lisa dos vasos.
A resposta foi consistente entre as réplicas, o que reforca a presenca de um
componente ativo com acao farmacologica especifica.

A acetilcolina (ACh), por sua vez, apresentou um aumento minimo, porém
consistente da area vascular (1,18% em média), em conformidade com seu perfil
de agente vasodilatador dependente do endotélio. A ACh é conhecida por estimular
a liberacdo de oxido nitrico por células endoteliais, promovendo relaxamento da
musculatura lisa.

O grupo controle (PBS) exibiu uma variagdo praticamente nula (0,29% em
média), com amplitude dentro da faixa de erro experimental, o que confirma a
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auséncia de efeito vascular relevante por parte do veiculo. Esses dados validam a
especificidade dos efeitos observados nas demais condicbes experimentais.

Finalmente, a fenilefrina (PHE) foi a Unica substancia a induzir vasoconstricao,
com uma reducado média de 3,64% na area vascular. Esse achado é coerente com
o perfil farmacolégico da fenilefrina como agonista al-adrenérgico, que promove
contracao da musculatura lisa vascular.

Os resultados obtidos po VTp no IS, no entanto, deve ser considerada com
cautela, devido ao carater qualitativo do modelo HET-CAM, que depende
fortemente do critério subjetivo de avaliacdo de cada experimentador, podendo
haver varia¢cdes significativas na classificacdo do grau de leséo vascular observada.

6.2. Avaliacédo In vitro do veneno do Tityus pachyurus

6.2.1. Potencial vasorelaxante do VTp em anéis de aorta isolado pre-
contraidas com PHE

Foram obtidos resultados que refletem o efeito vasorelaxante significativo de
VTp em presencia de endotélio (E+) quando comprado com o veiculo (p= 0,0035) e
quando comparado com o grupo sem endotélio (E-) (p= 0,0250), o que permite
comprovar que o efeito vasodiltador de VTp é mediado pelo endotelio.

O grupo PHE com endotelio presentou um porcentagem de vasodilatagcéao
meédio de (50,65 * 10,36), o qual foi maior quando comparado com o grupo de PHE
sem endotelio (23,55+ 5,092), o que sugere possivelmente que o acoplamento
farmacomecéanico esté envolvido. O veneno causa vasodilatagdo para grupos com
endotélio integro a partir de 0,71 pg e para grupos com endotélio lesado de 0.97 ug
a 60 pg de veneno. A partir de 10 pg de veneno o anel comeca a saturar e a resposta
vasodilatadora ndo tem efeito adicional.

Figura 13. Efeito vasorelaxante do VTp em curvas acumulativas de concentracao-
resposta em anéis adrticos de rato com endotélio presente e sem endotélio, pré-
contraidos com PHE.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. n= 6 anéis por grupo.

6.2.2. Potencial vasorelaxante do VTp em anéis de aorta isolado pre-
contraidas com KCI

Os resultados obtidos refletem que o VTP nao teve um efeito vasorelaxante
significativo ao comparar com o veiculo, tanto em presenca de endotélio (p=0,067)
guanto comparado com o grupo sem endotélio (p=0,983), e tambem quando foram
comparados ambos os grupos de tratamento (p=0,0954), o que significa que o
veneno nao afeta significativamente mecanismos de despolarizacdo direta da
membrana, como os induzidos pelo KCI.

O grupo KCI com endotelio apresentou um porcentagem de vasodilatagéo
meédio de (26,84+ 4,492), o qual foi maior quando comparado com o grupo de KCI
sem endotelio (16,10+ 3,644). O veneno causa vasodilatacdo para grupos com KClI
com endotélio integro a partir de 0,50 pug e para grupos com endotélio lesado de
1,15 pg a 60 pg de veneno.

Figura 14. Efeito vasorelaxante do VTp em curvas acumulativas de concentragéo-
resposta em anéis aorticos de rato com endotélio presente e sem endotélio, pré-
contraidos com KCI.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Os resultados apresentados dos grupos a partir deste momento foram todos
realizados com anéis pré-contraidos com PHE e com endotélio integro.

6.2.3 Potencial vasorelaxante do VTp em anéis de aortaisolado pre-contraidas
com PHE incubados com bloqueadores de K*: TEA, 4AP, GLIB, 4AP+TEA

Os resultados obtidos refletem o efeito bloqueador significativo das seguintes
substancias quando comparadas ao grupo controle em presenca do VTp: 4AP (p=
0,0261), e 4AP + TEA (p= 0,0014), o que indica que o veneno esta agindo sobre
canais de potassio regulados por voltagem (Kv). Também se observou uma
diferenca significativa do grupo GLIB quando comparado com o grupo 4AP+TEA
(p= 0,0051), o que permite inferir que o efeito de VTp é independente do bloqueio
de canais de K* dependentes do ATP, agindo principalmente em outros canais de
K* (Kv, BKCa).

O grupo TEA embora néo tenha apresentado diferencga estatistica, teve uma
porcentagem de vasodilatacdo média de (25,25+4,639), sendo semelhante quando
comparado com o grupo de 4AP (20,42+4,823). A auséncia de significancia se
atribui a que o efeito de bloqueio de TEA foi menor em doses de veneno na faixa
0,1 ug até 1 pg quando comparado aos outros blogueadores (ver Figura. 13). O
grupo 4AP+TEA apresentou uma melhora no efeito de blogueio com respeito aos
grupos sem mistura, com uma porcentagem de vasodilatacdo meédio de
(10,01+£3,493), o grupo de GLIB apresentou baixo efeito de bloqueio, com uma
porcentagem de vasodilatacdo média de (46,27+8,142), ficando proximo do grupo
controle que apresentou uma porcentagem de vasodilatacdo médio de
(50,65+10,36). O veneno causa vasodilatacdo para grupos de TEA, 4AP e
4AP+TEA a partir de 0,31; 2,52 e 1,64 ug respectivamente.
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Figura 15. Efeito vasorelaxante do VTp em curvas cumulativas de concentragéo-
resposta em aneéis aorticos de rato com endotélio presente incubados com
Bloqueadores de canais de K*
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

6.2.4 Potencial vasorelaxante do VTp em anéis de aorta isolado pre-
contraidas com PHE incubados com blogueadores via oxido nitrico NO: L-
NAME, ODQ

Foram obtidos resultados que refletem o efeito bloqueador significativo de VTp
pré-incubado com L-NAME na presenca de endotélio quando comprado com o
controle (p= 0,010) e de o grupo ODQ quando comparado com o controle (p=
0,0037), o que permite comprovar que a vasodilatacdo induzida pelo veneno de
Tityus pachyurus depende da ativacédo da via do oxido nitrico (NO/sGC/GMPc).

O grupo L-NAME presentou um porcentagem de vasodilatacdo médio de (18,50+
5,674), sendo semelhante com o grupo de ODQ (14,26+ 2,485). No entanto, 0s
resultados difierem quando comparados com a IC50, o veneno causa vasodilatacdo
para os grupos L-NAME e ODQ a partir de 4,66 e 0,43 ug respectivamente. Este
achado permite elucidar que o VTp estimula a producéo de NO no endotélio, como
tambem ativa a SGC nas células do musculo liso, levando a produgédo de GMPc.
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Figura 16. Efeito vasorelaxante do VTp em curvas cumulativas de concentragéo-
resposta em aneéis aorticos de rato com endotélio presente incubados com

Bloqueadores de NO.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

6.2.5 Efeito vasorelaxante de VTp em aneis pre-contraidos com PHE
preincubados com blogueadores muscarinicos:ATROPINA (ATR)

Foram obtidos resultados que refletem o efeito bloqueador significativo nos
anéis incubados com ATR quando comparado com o controle (p= 0,0264), os
resultados indicam que a acdo de VTp ativa os receptores muscarinicos endoteliais
direta ou indiretamente, promovendo a liberacdo de NO e induzindo vasodilatacéo.

O grupo ATR presentou um porcentagem de vasodilatacao médio de (24,67+
1,465), comparado com o grupo controle (50,65t 10,36). O veneno causa
vasodilatacao para o grupo ATR a partir de 1,18 ug.
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Figura 17. Efeito do VTp em curvas acumulativas de concentragdo-resposta em
aneéis aorticos de rato com endotélio presente incubados com Bloqueadores de

MUS.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025
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Apresenta-se as seguintes tabelas para comparacdo dos diferentes efeitos do
veneno, com o resumo de: 1) Vasodilatacdo Média, Erro Padrao da Média e EC50;

2) P-valor e IC 95%

Tabela 6. Resumo de valores de Vasodilatacdo Média, Erro Padréo da Média e

EC50 dos experimentos de anéis aorticos realizados.

Vasodilatacao

Erro Padréo da

Substéncia Média (%) Média (%) EC50 (ug)
PHE E+ 50,65 + 10,36 0.714
PHE E- 23,55 + 5,092 0.970
Veiculo 15,25 + 1,560 0.439
KCL E+ 26,84 + 4,492 0.502
KCL E- 16,10 * 3,644 1.151

TEA 25,25 + 4,639 0.311
4AP 20,42 + 4,823 2.521
4AP+TEA 10,01 + 3,493 1.648
GLIB 46,27 + 8,142 0.306
L-NAME 18,50 + 5,674 4.667
OoDQ 14,26 + 2,485 0.436
ATR 24,67 +1,465 1.185

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025
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Tabela 7.Resumo do P-valor e IC 95% dos experimentos de anéis aorticos
realizados.

Grupo P-valor IC 95%

PHE E+ vs. PHE E- 0,0250 (3,12; 51,08)
PHE E+ vs. Veiculo 0,0035 (11,43; 59,38)
PHE E- vs. Veiculo 0,6628 (-15,67;32,28)
KCI E+ vs. KCI E- 0,0954 (-1,593; 23,07)
KCI E+ vs. Veiculo 0,0679 (-0,7410; 23,92)
KCI E- vs. Veiculo 0,9834 (-11,48; 13,18)
TEA vs. 4AP 0,9866 (-22,79; 32,44)
TEA vs. GLIB 0,2076 (-48,64; 6,592)
TEA vs. 4AP+TEA 0,5160 (-12,38; 42,85)
TEA vs. PHE (C) 0,0838 (-53,02; 2,211)
4AP vs. GLIB 0,0758 (-53,46; 1,768)
4AP vs. 4AP+TEA 0,8136 (-17,21; 38,03)
4AP vs. PHE (C) 0,0261 (-57,84; -2,612)
GLIB vs. 4AP+TEA 0,0051 (8,641; 63,87)
GLIB vs. PHE (C) 0,9907 (-32,00; 23,24)
4AP+TEA vs. PHE (C) 0,0014 (-68,25; -13,02)
L-NAME vs PHE (C) 0,0100 (-57,00; -7,305)
ODQ vs PHE (C) 0,0037 (-61,24; -11,54)
ATR vs PHE (C) 0,0264 (3,531, 48,43)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025

6.3 Avaliacao In silico de toxinas do veneno Tityus pachyurus

A Figura 18 apresenta os resultados de uma analise de docking molecular
cego entre diferentes peptideos (TPALl, TPA2 e TPA3) e duas proteinas (KIR e
KCA), com as afinidades de ligacao quantificadas em kJ/mol. Observando os dados,
notamos que para a proteina KIR, o peptideo TPA2 apresenta a maior afinidade de
ligagdo, com um valor médio de 1233,4 + 14,2 kJ/mol, indicando uma maior
variabilidade nas interagcbes. Em seguida, o peptideo TPA1 demonstra uma
afinidade média de 930,5 + 4,1 kJ/mol, sugerindo uma interacédo relativamente
estavel. O peptideo TPA3 exibe uma afinidade de 940 + 1,7 kJ/mol, indicando uma
interacdo ainda mais estavel e com menor variabilidade.
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Figura 18. Grafico de afinidade de ligacdo (kJ/mol) de trés peptideos (TPAL, TPA2
e TPA3) com as proteinas KIR e KCA
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Para a proteina KCA, as afinidades de ligacdo sdo consideravelmente mais
baixas em comparagéo com KIR. O peptideo TPA2 mantém a maior afinidade, com
um valor médio de 781,1 + 6,9 kJ/mol, refletindo uma interacdo relativamente
consistente. O TPA3 apresenta uma afinidade de 608,5 + 2,5 kJ/mol, enquanto o
TPA1 exibe uma afinidade de 625,7 £ 2,4 kJ/mol, ambos indicando interagdes com
menor variabilidade e estabilidade relativamente alta.

A maior afinidade de TPA2 com ambas as proteinas sugere que este
peptideo possui caracteristicas estruturais favoraveis para a interacdo, sendo um
candidato promissor para estudos futuros.

Figura 19. Representacao das interacfes moleculares entre o peptideo TPA2 e a
proteina KIR
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Na figura 19, o peptideo TPA2 interage com a proteina KIR. Observa-se a
formacao de varias ligacdes de hidrogénio, que desempenham um papel importante
na estabilizacdo da interacdo entre o peptideo e a proteina. Os residuos Lys14,
Glul8 e Asp2 no peptideo TPA2 estabelecem ligagbes de hidrogénio com a
proteina, contribuindo para a afinidade de ligagdo. Além disso, sdo observadas
interacdes hidrofébicas com residuos como Phe99, llel71 e Ala70, o que indica que
as regides hidrofébicas da superficie de ligagdo também contribuem para a
estabilidade da interacdo. A presenca de residuos como Arg67 sugere que
interacOes eletrostaticas podem complementar as ligagcbes de hidrogénio e
hidrofébicas, reforcando a ligagdo do peptideo a superficie de KIR.

Figura 20. InteracBes moleculares entre o peptideo TPA2 e a proteina KCA
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Na figura 20, o peptideo TPA2 interage com a proteina KCA, mostrando um
padrdo de interacdo diferente. Residuos como Cys5, Asp984, e Arg6 formam
ligacbes de hidrogénio com a proteina, proporcionando uma base para a afinidade
de ligacdo. Além disso, outros residuos, como GIn979 e Arg976, também estéo
envolvidos em ligacdes de hidrogénio, contribuindo para a estabilidade da interagao.
Diferente da interacdo com KIR, a ligagcdo com KCA envolve mais interacdes entre
residuos polares e menos interagdes hidrofébicas, como indicado pela participacao
de residuos polares como Lys21 e Glu750. Esta diferenca sugere que a natureza
da superficie de KCA favorece interagdes eletrostéaticas e polares.

; ?”]
P
AspT98

7. DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliagao In vivo do veneno Tityus pachyurus HET-
CAM para o ensaio de toxicidade aguda devem-se levar em consideracao porque
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na literatura os estudos foram realizados majoritariamente com venenos de
serpentes e até o momento ndo foram registrados estudos com venenos de
escorpides. Os resultados podem variar devido a que os venenos de algumas
cobras, como a Botrops, tém efeito hemorragico (De Roodt et al., 2005), o que pode
resultar em um efeito fortemente irritante nos vasos sanguineos dos ovos. Embora
os resultados do indice de irritacdo em ovos sejam de irritagcdo leve, isso néo
significa que o VTp ndo seja um veneno capaz de causar danos graves ao sistema
vascular.

O valor do IS de VTp difere dos efeitos observados com venenos botropicos,
como os de Bothrops jararacussu e Bothrops erythromelas, que apresentaram
indices de Irritabilidade significativamente mais elevados, associados a danos
extensos na membrana corioalantéica, incluindo hemorragias abundantes,
coagulacédo intravascular e lise capilar (Frota de Lima, 2022). Estes efeitos
exacerbados sdo coerentes com o potencial hemorragico de muitos venenos de
serpentes do género Bothrops, e é plausivel que esse mecanismo esteja
diretamente relacionado aos resultados relatados por Lima (2022), considerando
gue esses venenos possuem metaloproteinases e outras enzimas pro-
hemorragicas bem caracterizadas. Este modelo experimental € amplamente
reconhecido como uma alternativa ética e eficaz para avaliar a toxicidade local de
substancias sem a necessidade de uso de mamiferos em experimentagéo animal,
baseando-se principalmente na observacdo de hemorragia, coagulacdo e lise
vascular na membrana corioalantéica de ovos embrionados de galinha.

No comportamento Vasomotor inicial, na andlise grafica das imagens por
meio do software GIMP, as respostas se alinham com achados ja descritos na
literatura para venenos de escorpifes do género Tityus, particularmente no que se
refere a acdo de peptideos vasoativos. Rocha-Resende et al. (2016), por exemplo,
demonstraram que peptideos derivados do veneno de Tityus serrulatus, como Ts10
e Ts31-14[C12S], promovem vasodilatacdo endotelial dependente de NO, sem
induzir danos vasculares diretos. De modo semelhante, Verano-Braga et al. (2008)
descreveram que os Tityus Hypotensins, ainda que ndo inibam a enzima conversora
de angiotensina (ECA), aumentam a perfusdo vascular por vias NO-dependentes,
induzindo relaxamento da musculatura lisa.

Além disso, esses achados sdo coerentes com resultados obtidos
previamente em estudos com anéis de aorta e preparagbes Ex vivo, como 0s
descritos por Machado et al. (2015), que observaram vasorelaxamento endotelial
dependente de NO promovido por peptideos do veneno de Tityus stigmurus. A
presenca de uma irritacdo leve do veneno no modelo HET-CAM, portanto, reforca
a hipotese de que T. pachyurus apresenta uma composi¢cado com potencial vasoativo
funcional, o que pode torna-lo interessante para investigagédo farmacoldgica futura,
especialmente em estudos sobre regulacdo do ténus vascular ou desenvolvimento
de agentes anti-hipertensivos derivados de toxinas. Entretanto, cabe ressaltar que
o HET-CAM poderia comecar a ser utilizado como primeira abordagem para a agao
de um veneno no tbnus vascular, quando seu mecanismo vascular ainda nao é



43

conhecido, como ocorreu no caso do VTp, com os resultados obtidos do HET-CAM,
a reatividade vascular foi introduzida uma vez conhecido seu efeito vasodilatador.

No teste da avaliagcéo In vitro do veneno Tityus pachyurus com anéis de aorta,
observa-se que, o veneno de Tityus pachyurus (VTp) possui uma acao
vasodilatadora significativa em anéis de aorta em condi¢des de pré-contracdo com
fenilefrina (PHE, 1 uM). Isso acontece porque o VTp pode induzir a liberagéo de
Oxido Nitrico (NO). A acéo da PHE, além de ter efeito vasoconstritor mediado pela
ativacdo de receptores alfa adrenérgicos, também possui capacidade redox
(atuando como agente redutor) (Renata Galvdo de Lima., 2014). Alguns peptideos
VTp bloqueiam canais de K+. O TPA1, um peptideo que reconhece canais de K+,
tem uma sequéncia muito semelhante a do OsK2 de T. cambridgei com uma
variacado na posicéo 12 (Barona et al., 2006), o que significa que o TPA1 ndo parece
estabelecer contatos importantes com o canal de potassio dependente de voltagem
Kv1.1, como o TC1 faz (Liu & Lin, 2004).

No teste com anéis de aorta de rato, observou-se que, o veneno de Tityus
pachyurus (VTp) possui uma agao vasorrelaxante significativa em anéis de aorta de
rato. Esses achados reforcam a hipétese de que o VTp atua por mecanismos
mediados pelo endotélio, estimulando a liberacdo de o&xido nitrico (NO),
prostaciclinas (PGl,) e fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) . A
diferenca de até 27,10% no grau de relaxamento entre oS grupos com e sem
endotélio, no contexto de PHE, destaca o papel central do endotélio na mediacdo
da resposta vasodilatadora. Além disso, a auséncia de resposta significativa na
auséncia do endotélio sugere que o veneno nao exerce acao direta sobre o musculo
liso vascular, mas sim por meio de substancias produzidas e secretadas pelas
células endoteliais. A fenilefrina, um agonista a;-adrenérgico, induz contracédo ao
ativar receptores especificos do musculo liso vascular. Contudo, na presenca do
VTp, observou-se um efeito vasorrelaxante robusto, o que indica que 0 veneno
contrabalanca a agao vasoconstritora da PHE. Isso muito provavelmente ocorre por
meio da ativacdo do endotélio e subsequente liberacdo de NO, que neutraliza a
contracao induzida por PHE (Alessandri-Haber et al., 1999)

Estudos prévios corroboram esse mecanismo. No artigo de Beltran-Vidal et
al. (2021), foi descrita uma toxina y-KTx isolada de Centruroides margaritatus com
potente acdo bloqueadora sobre o canal hERG1, o qual regula a repolarizacao
cardiaca. De modo semelhante, de Roodt et al. (2003) identificaram toxinas de
Tityus trivittatus que atuam sobre canais de potassio do tipo Shaker, promovendo
arritmias e hipertenséo. Essas evidéncias sdo complementadas por (Rasmusson et
al., 1998), que demonstraram o papel de subunidades B na modulacdo da inativacéo
de canais Kv1.4, afetando diretamente a excitabilidade e a fungao cardiovascular.

Os resultados obtidos com a utilizacdo de cloreto de potassio (KCl) 60 mM
em aneéis aorticos de ratos demonstram efeitos distintos na vasodilatacéo,
dependendo da integridade do endotélio. Anéis com endotélio apresentaram um
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percentual de relaxamento significativamente maior (26,84%) quando comparados
aos anéis sem endotélio (16,10%) e ao grupo controle (7,154%).

Estes dados sugerem que a presenca do endotélio € um fator crucial para a
modulacdo da resposta relaxante frente & despolarizacao induzida pelo KCl, ja que
a funcdo do KCI é produzir uma contracdo sustentada na membrana das células
musculares lisas vasculares, (Wang et al., 1994). Em anéis com endotélio integro,
a liberacdo de fatores vasodilatadores como o oOxido nitrico (NO) pode
contrabalancar esse efeito, resultando em maior capacidade de relaxamento. Por
outro lado, a remocéao do endotélio elimina essa via de sinalizagao, intensificando o
efeito contratil do KCI.

Além disso, é importante considerar que em situacdes onde h& exposicao a
toxinas escorpidnicas, como as presentes no veneno de Tityus serrulatus ou Buthus
martensii, a vasodilatacdo pode ser ainda mais comprometida. Tais toxinas sdo
conhecidas por bloguear canais de potassio, prolongando o estado despolarizado e
aumentando o influxo de calcio, o que favorece o tbnus contratil (Quintero-
Hernandez et al., 2013; Tytgat et al., 1999; Srinivasan et al., 2002). Esses efeitos
séo potencializados na auséncia de endotélio, pois ndo had compensacao endotelial
suficiente para neutralizar o estimulo contratil promovido tanto pelo KCI quanto
pelas toxinas.

Além disso, os mecanismos mediados por receptores adrenérgicos também
podem estar implicados, como demonstrado por Wang et al. (1994), que
observaram aumento da contratilidade arterial e da pressdo arterial apdés
administracdo de veneno de escorpido, efeito este mediado por receptores a;-
adrenérgicos. Tais interacBes podem contribuir para a reducdo da vasodilatacao,
especialmente em condi¢cdes de despolarizacdo sustentada.

Entre os mecanismos endoteliais investigados, destaca-se a via do oxido
nitrico (NO) como principal mediadora da vasodilatacdo induzida pelo veneno. O
blogueio da sintese de NO pela L-NAME (p = 0,0100) e da guanilato ciclase soluvel
por ODQ (p = 0,0037), reduziu significativamente a resposta vasodilatadora,
evidenciando que a cascata NO-cGMP é essencial para a atividade do veneno.
Esta via envolve a ativacdo da NO sintase endotelial (eNOS), producao e difusao
de NO para o musculo liso, ativacdo da guanilato ciclase soltvel, aumento de GMPc
e ativacao da proteina quinase G (PKG), culminando na diminui¢cdo da concentracao
de calcio intracelular e relaxamento vascular.

Esses resultados séo consistentes com estudos de Rocha-Resende et al.
(2016) e Verano-Braga et al., (2008), que relataram acao vasodilatadora de
peptideos derivados do veneno de Tityus serrulatus, como Ts10, Ts3(1-14) e
TsHpt-1, todos atuando por mecanismos dependentes de NO, sem inibicdo da
enzima conversora de angiotensina (ECA). De forma semelhante, Machado et al.
(2015) descreveram a identificagdo de uma hipotensina em Tityus stigmurus com
potente efeito vasodilatador endotelial, também dependente da via do NO, e com
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atividade potencializadora da bradicinina, o que pode estar presente de forma
analoga no veneno de T. pachyurus.

Para o grupo dos bloqueadores de potassio: TEA (bloqueadores néo
especificos de canais de K*), 4AP (bloqueador seletivo de dois canais de K*
operados por voltagem KV) e GLIBENCLAMIDA (blogqueador de canais de K*
sensivel ao ATP), e a mistura de 4AP+TEA, os resultados apontam para um
importante papel desses canais nha mediacdo da vasodilatacdo induzida pelo
veneno de Tityus pachyurus. A andlise comparativa entre 0s grupos experimentais
revelou diferencas estatisticamente significativas que permitem inferir sobre os
possiveis mecanismos moleculares envolvidos na resposta vascular frente ao
veneno escorpidnico.

A incubacdo dos anéis adrticos com TEA resultou em uma reducéo
significativa da resposta relaxante (25,25%), sugerindo que os canais de K*
desempenham papel crucial na vasodilatacdo induzida pelo veneno. Essa
observacéo é compativel com dados da literatura, que indicam que os canais de
potassio sdo fundamentais para a hiperpolarizacdo da membrana e consequente
fechamento dos canais de célcio voltagem-dependentes, levando a reducdo do
influxo de Caz* e ao relaxamento muscular (Srinivasan et al., 2002; Salkoff et al.,
2005).

Quando se comparou o grupo tratado com glibenclamida, um bloqueador
seletivo de canais de K* sensiveis ao ATP, observou-se um aumento expressivo na
vasodilatador (46,27%), com uma diferenca de 21,02% em relacao ao grupo tratado
com TEA (p < 0,05). Este dado indica que os canais de K* sensiveis ao ATP néo
Sao os principais alvos do veneno, uma vez que seu bloqueio ndo reduziu, mas sim
potencializou a resposta relaxante. Isso sugere que o veneno pode nao agir
diretamente sobre esses canais, ou que 0 bloqueio destes desencadeie
mecanismos compensatorios de vasodilatacdo mediados por outros tipos de canais
de potassio, como os BK (canais de potassio ativados por calcio), cujos efeitos sédo
modulados de maneira distinta (Quintero-Hernandez et al., 2013; Tytgat et al.,
1999).

Além disso, a comparagdo entre 0s grupos tratados com 4-aminopiridina
(4AP), um blogueador seletivo de canais de K* dependentes de voltagem (Kv), e
glibenclamida revelou uma diferenca altamente significativa (p < 0,01), com
percentual de relaxamento de 20,42% para 4AP e 46,27% para glibenclamida. Este
achado indica que a vasodilatacdo € consideravelmente inibida quando os canais
Kv sdo blogueados, o que reforca a hipotese de que o veneno de Tityus pachyurus
pode interagir funcionalmente com esses canais, favorecendo a hiperpolarizacéo e
0 subsequente relaxamento vascular (Srinivasan et al., 2002).

Por outro lado, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
tratados com TEA e 4AP (p = 0,9591), ambos apresentando niveis similares de
vasodilatacado reduzida (25,25% e 20,42%, respectivamente). Esse resultado
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evidencia que tanto os canais de potassio blogueados por TEA quanto os Kv
bloqueados por 4AP sao relevantes na mediacao do efeito relaxante do veneno, o
gue sugere uma atuagcdo conjunta ou sobrepostos desses canais na fisiologia
vascular afetada pela toxina.

A atuacao de toxinas escorpidnicas sobre canais idnicos, especialmente os de
potassio, esta bem documentada. Em especial, toxinas como as KTxs podem agir
como bloqueadoras de canais Ky, reduzindo a saida de potassio e, com isso,
prolongando o estado de despolarizacdo e favorecendo a contracdo muscular
(Quintero-Hernandez et al., 2013; Tytgat et al., 1999). No entanto, a resposta de
vasodilatacdo observada nos anéis tratados com veneno e blogueadores indica
que, no caso de T. pachyurus, a toxina pode exercer efeito contrario, o qual é
revertido quando tais canais séo farmacologicamente bloqueados.

Além da via do 6xido nitrico, o envolvimento dos receptores muscarinicos na
resposta ao veneno foi evidenciado pela significativa reducdo da vasodilatacédo
observada com o uso de atropina (p = 0,0264), um antagonista muscarinico de
amplo espectro. A atropina atua bloqueando todos os subtipos de receptores
muscarinicos (M1-M5), sendo particularmente eficaz contra o subtipo M3. Os
receptores muscarinicos tipo M3 sdo 0s principais responsaveis por mediar o
aumento do calcio intracelular em células endoteliais, o qual ativa a eNOS e
desencadeia a producédo de NO.

A inibicdo da resposta ao veneno por atropina, indica que a ativacdo de
receptores muscarinicos é um evento importante na cascata vasodilatadora. Essa
ativacao parece ser essencial para o acionamento subsequente da via NO—-cGMP.
Esses achados sdo compativeis com os resultados de Rocha-Resende et al. (2016),
que demonstraram que os peptideos Ts10 e Ts3(1-14) do veneno de T. serrulatus
induzem vasodilatacdo dependente de receptores muscarinicos, sendo que Ts31-
14[C12S] atua por meio de M2 e M3, enquanto Ts10 depende apenas de M2.

O bloqueio muscarinico por atropina reforca a ideia de que o veneno de T.
pachyurus atua de forma semelhante aos peptideos bioativos identificados em
outras espécies do género, com acdao iniciada na ativacao colinérgica endotelial e
consequente liberacdo de NO. A identificacdo de compostos com essa propriedade
em T. pachyurus é relevante, pois destaca a possibilidade de existéncia de
criptideos miméticos da muscarina ou potencializadores da bradicinina no veneno,
como hipotensinas ou analogos funcionais.

A interacdo entre peptideos derivados de toxinas escorpidnicas e canais
ibnicos simulada mediante o docking molecular tem se mostrado uma abordagem
promissora tanto na compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos do
escorpionismo quanto na prospecc¢ao de novas moléculas bioativas com potencial
terapéutico. Neste estudo, foi possivel observar que o peptideo TPA2 apresentou
as maiores afinidades de ligagdo com os canais de potassio do tipo KIR e KCa,
conforme analise realizada com a ferramenta ClusPro 2.0 (Kozakov et al., 2013;
Comeau et al., 2004). Com valores médios de afinidade de 1233,4 + 14,2 kJ/mol
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para KIR e 781,1 £ 6,9 kd/mol para KCa, TPA2 destacou-se como o peptideo com
maior potencial de interacdo e estabilidade conformacional nas regides ativas dos
canais.

Estudos prévios demonstraram que escorpidées do género Tityus, como Tityus
pachyurus e Tityus macrochirus, produzem peptideos com atividade significativa
sobre canais de sédio e potassio, sendo estes ultimos de particular interesse no
controle do ténus vascular e excitabilidade celular (Guerrero-Vargas, 2012;
Andrade, 2022). A caracterizacdo tridimensional dos peptideos TPAL, TPA2 e TPA3
utilizando o servidor PEP-FOLD 4.0 permitiu prever conformacdes favoraveis ao
acoplamento com os canais, revelando interag6es moleculares estaveis, mediadas
por ligacbes de hidrogénio e forcas hidrofébicas com residuos conservados nas
superficies dos canais KIR e KCa (Thevenet et al., 2012).

Corroborando com esses achados, o trabalho de Barek et al. (2003) com a toxina
Pi4, isolada de Pandinus imperator, demonstrou que toxinas escorpiénicas de
pequeno porte, estruturadas por pontes dissulfeto e pertencentes a subfamilia
aKTX, sdo capazes de inibir canais Kv1.2 com altissima afinidade (IC50 na faixa de
picomolar). Essa especificidade e poténcia sdo atribuidas a interagdes criticas com
residuos funcionais como Argl0, Lys26 e Tyr35, semelhantes as interacfes
observadas para o TPA2 com residuos carregados nas superficies dos canais
modelados no presente estudo.

Em quanto aos resulados In silico das toxinas do veneno Tichyus pachyurus,
do ponto de vista metodoldgico, destaca-se que os estudos de docking molecular
sdo sensiveis a acuracia das estruturas utilizadas e ao critério interpretativo do
pesquisador, como relatado por Ballén e Grados (2019). A variacdo no estado de
protonacdo dos residuos, a presenca de moléculas de agua e a flexibilidade das
cadeias laterais sdo fatores que influenciam fortemente a energia de interacdo
prevista, o que justifica a integracdo de andlises energéticas com representacdes
graficas das interacbes, como feito neste trabalho com o uso do LigPlot+
(Laskowski; Swindells, 2011).

Além disso, o estudo realizado por Andrade (2022) sobre o peptideo Tmal,
oriundo de Tityus macrochirus, reforca a aplicabilidade do acoplamento molecular
na predicdo de interagbes com proteinas da familia Bcl-2, com potencial atividade
antitumoral por inducdo de apoptose. Esses dados sugerem que, além da atuacdo
neurotdxica classica, os peptideos escorpidnicos também podem modular vias
intracelulares envolvidas na morte celular programada.

Dessa forma, os resultados aqui apresentados demonstram que o peptideo
TPA2 possui elevado potencial de interacdo com canais K+, especialmente com o
canal KIR, sugerindo uma atuacao relevante sobre a excitabilidade e regulacdo do
potencial de membrana em tecidos excitaveis. A diversidade estrutural e funcional
das toxinas escorpidnicas, aliada ao avanco das ferramentas de bioinformatica
estrutural, como a modelagem e o docking molecular, abre caminho para o
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desenvolvimento racional de peptideos terapéuticos com alvos bem definidos, como
canais iGnicos, receptores e proteinas reguladoras intracelulares.

8. CONCLUSOES

O veneno de Tityus pachyurus induz vasodilatacdo significativa somente na
presenca de endotélio funcional, o que indica que sua acao requer a integridade da
camada endotelial para exercer efeito sobre o tdnus vascular.

A vasodilatacédo € mediada predominantemente pela via classica do 6xido nitrico
(NO). A inibicdo da NOS (com L-NAME) e da guanilato ciclase soltuvel (com ODQ)
reduziu de forma significativa o efeito do veneno, comprovando a dependéncia da
cascata NO—-cGMP.

A reducdo da vasodilatacdo apés tratamento com Atropina sugere que 0 veneno
ativa receptores muscarinicos (mMAChRs) endoteliais, possivelmente M2 e M3,
desencadeando a liberacdo de NO.

A inibigéo do efeito do veneno por 4AP e pela combinagdo 4AP+TEA revela a
participacdo de canais de potassio voltagem-dependentes (Kv) na modulacdo do
tbnus vascular. Os canais KATP, por outro lado, ndo estdo envolvidos, como
mostrado pela auséncia de efeito da Glibenclamida.

O HET-CAM poderia comecar a ser utilizado como primeira abordagem para a
acao de um veneno no tbnus vascular, quando seu mecanismo vascular ainda néo
€ conhecido.
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