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RESUMO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de picadas de escorpides ¢ comum na
medicina popular de varios paises. Essa abordagem pode ser considerada ttil nos
primeiros socorros para o escorpionismo, principalmente em comunidades onde o soro
antiescorpionico ou antiaracnidico ndo € acessivel. Jatropha mutabilis (Pohl.) Baill.
(Euphorbiaceae), popularmente conhecida como “pinhdo-de-seda”, ¢ uma planta
endémica do bioma Caatinga. O latex que exsuda do seu caule ¢ utilizado por populares
em casos de envenenamento por animais pegonhentos e para cicatrizagao de feridas. Desta
forma, este trabalho determinou o perfil fitoquimico do latex de J. mutabilis (JmLa) e
avaliou a atividade antioxidante, toxicidade oral aguda e atividade antiescorpidnica frente
a peconha de Tityus stigmurus (TstiV). O perfil fitoquimico do JmLa obtido por HPLC-
ESI-qTOF revelou a presenca de 75 compostos, pertencentes as classes de peptideos
ciclicos, megastigmanos glicosilados, compostos fenodlicos, flavonoides, alcaloides,
cumarinas, terpenoides, dentre outros. Para a atividade antioxidante, o JmLa apresentou
ICso de 43,66 = 1,26 ug/mL para o teste do radical DPPH* e de 842,32 + 50,25 pg/mL
ensaio do radical ABTS*. Nenhum sinal agudo de toxicidade foi observado na dose de
2.000 mg/kg (v.o.) durante os 14 dias de observacao dos animais. Na avaliacao da
atividade anti-escorpidnica, observou-se nos ensaios de SDS-PAGE e sob o espectro UV-
VIS que o JmLa interagiu com o perfil proteico de TstiV, inibindo totalmente as
atividades fibrinogenolitica e hialuronidasica da pegonha. O latex também foi avaliado
quanto a capacidade de neutralizar os efeitos locais do envenenamento, sob protocolos
incubado, pré-tratamento e pos-tratamento, observando-se que sua capacidade maxima
de reducao da nocicepg¢ao em até 56% e o edema de pata em até 50% em relagdo ao grupo
nao-tratado. Conclui-se que o latex de J. mutabilis apresenta uma composicao fitoquimica
diversa, representada por inimeras classes de metabolitos, mas sem apresentar efeitos
toxicos agudos em camundongos por via oral. Possui ainda a capacidade de inibir os
efeitos enzimaticos in vitro do TstiV de reduzir a nocicep¢do e o edema na avaliagdo in
vivo. Esses dados corroboram relatos populares sobre a atividade antiveneno dessa planta,

além de indicar que o latex tem potencial para tratar o escorpionismo.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Caatinga, Antiveneno, Antinociceptivo,
Antiedematogénico.



ABSTRACT

Medicinal plants to treat scorpion stings are common in folk medicine in several
countries. This approach can be considered useful as first aid for scorpion stings,
especially in communities where antiscorpion or antiarachnid serum is unavailable.
Jatropha mutabilis (Pohl.) Baill. (Euphorbiaceae), popularly known as “silk pine,” is a
plant endemic to the Caatinga biome. The latex that exudes from its stem is used by locals
in cases of envenomation by venomous animals and for wound healing. This study
determined the phytochemical profile of the latex of J. mutabilis (JmLa) and evaluated
its antioxidant activity, acute oral toxicity, and antiscorpion activity against the venom of
Tityus stigmurus (TstiV). The phytochemical profile of JmLa obtained by HPLC-ESI-
qTOF revealed the presence of 75 compounds belonging to the classes of cyclic peptides,
glycosylated megastigmanes, phenolic compounds, flavonoids, alkaloids, coumarins,
terpenoids, among others. For antioxidant activity, JmLa presented an ICso of 43.66 +
1.26 pg/mL for the DPPH" radical test and 842.32 + 50.25 pg/mL in the ABTS" radical
assay. No acute signs of toxicity were observed at a dose of 2,000 mg/kg (v.o.) during the
14 days of observation of the animals. In the evaluation of anti-scorpion activity, it was
observed in the SDS-PAGE and UV-VIS spectrum assays that JmLa interacted with the
protein profile of TstiV, completely inhibiting the fibrinogenolytic and hyaluronidase
activities of the venom. The latex was also evaluated for its ability to neutralize the local
effects of envenomation under incubation protocols, pre-treatment, and post-treatment,
observing its maximum capacity to reduce nociception by up to 56% and paw edema by
up to 50% compared to the untreated group. It is concluded that the latex of J. mutabilis
has a diverse phytochemical composition, represented by numerous classes of
metabolites, but does not present acute toxic effects in mice via the oral route. It also has
the ability to inhibit the in vitro enzymatic effects of TstiV and reduces nociception and
edema in the in vivo evaluation. These data corroborate popular reports about the
antivenom activity of this plant, in addition to indicating that the latex has the potential

to treat scorpion stings.

Key-words: Medicinal plants, Caatinga, Antivenom, Antinoceptive, Antiedematogenic.
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1 INTRODUCAO

O escorpionismo ¢ um problema de satide publica em paises de clima tropical e
subtropical. E, devido ao alto niimero de ocorréncias todos os anos, passou a ser
considerada uma Doenga Tropical Negligenciada pela Organizacdo Mundial da Satude
(OMS, 2007). Na América do Sul, paises como Colombia, Argentina, Venezuela, Guiana
Francesa e Brasil apresentam altos indices de acidentes com escorpides (Chippaux;
Goyffon, 2008; Gutiérrez et al., 2021; Siqueira et al., 2024). No Brasil, fatores como o
grande territorio de dimensdes continentais, a variedade de Biomas (Amazdnia, Mata
Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal) (Amado et al., 2021), bem como
problemas de saneamento basico e o crescimento desordenado dos centros urbanos
(Duarte et al., 2024) permitiram a adaptabilidade de diversas espécies de grande
importancia médica, aumentando as chances de ocorréncia de escorpionismo, que, apenas
no ano de 2023, ultrapassam mais de 100.000 acidentes registrados, segundo o Sistema
de Informagdo de Agravos e Notificagdo (SINAN) (Brasil, 2023; Guerra-Duarte et al.,
2023). Entre as principais espécies de importancia médica estdo os escorpides do género
Tityus (Buthidae) (BRASIL, 2009), como 7. serrulatus, T. bahienses, T. obscurus, T.
metuendus, T. sylvan, T. brazilae e T. stigmurus com o maior nimero de casos registrados

(Nencioni et al., 2018).

Na regido Nordeste do Brasil, a segunda com maior numero de casos registrados,
Tityus stigmurus (Thorell, 1876) (Buthidae), conhecido popularmente como “escorpido
amarelo do Nordeste” € a principal espécie de importancia médica (Brasil, 2009; Furtado
et al., 2020). A peconha desta espécie € rica em compostos biologicamente ativos, como
peptideos de baixo peso molecular, neurotoxinas, aminas biogénicas, hipotensinas,
metais, peptideos ricos em cisteina, inibidores de proteases, hialuronidases e
metaloproteinases (Almeida et al., 2012; Carmo et al., 2014; Machado et al., 2015;
Oliveira et al., 2018). Essa variabilidade de moléculas pode causar diferentes efeitos no
organismo, incluindo efeitos citotoxicos e neurotoxicos. Em geral, os efeitos citotoxicos
sdo provocados pela acdo indireta das toxinas, que afetam a integridade da membrana
celular. Ja os efeitos neurotoxicos ocorrem principalmente no sistema nervoso autonomo,
através da acdo em canais i0nicos sensiveis a voltagem, o que provoca um desequilibrio
no fluxo de ions, principalmente sodio (Na®) e potassio (K*), que tém seu gradiente

eletroquimico alterado, o que altera a permeabilidade das membranas celulares. Além

14



disso, hd um grande recrutamento de mediadores inflamatorios e neurotransmissores

(Martin-Eauclaire et al., 2019; Mendes et al., 2023; Petricevich, 2010).

Em geral, as manifestacdes clinicas do envenenamento por 7. stigmurus
apresentam semelhangas com a peconha de outros escorpides, no entanto, os sintomas
podem diferir, conforme a variabilidade de toxinas que estao sendo expressas na glandula
do animal (Borges et al., 2020a; Borges et al., 2020b). Esses sintomas podem levar a
manifestagdes clinicas locais (dor local intensa, formacdo de edema e eritema) e
sist€émicas (arritmias cardiacas, alteragdes na pressdo arterial, alteracdes visuais,
sudorese, cefaleia, vomitos e diarreia) (Brasil, 2009; Reis et al., 2019). Atualmente, o
tratamento para os sintomas classificados como moderados e grave do escorpionismo
consiste na administragdo intravenosa de soro antiescorpido (SAEcs) ou soro
antiaracnidico (SAAr) visando neutralizar a acdo das toxinas na circulagdo sistémica
(Brasil, 2009), além do uso de suporte medicamentoso com farmacos analgésicos e anti-
inflamatoérios (Pucca et. al., 2015). Apesar de ser o tratamento padrio, a soroterapia ainda
apresenta uma série de limitagdes, incluindo a incapacidade de atingir a ampla
variabilidade de toxinas especificas expressas em diferentes espécies, a reducao da dor
imediata apds a picada, e os sintomas cardiovasculares do envenenamento (Chippaux;
Goyffon, 2008; Pucca et al., 2015; Yamashita et al., 2020; Wiezel et al., 2024), além das
implicacdes socioecondmicas, como as limitagcdes na distribuicdo do tratamento em
cidades de interior e zonas rurais, onde a maioria dos casos graves acontecem, assim, a
populagdo acaba recorrendo a outros tratamentos alternativos. Neste contexto, o uso de
plantas medicinais aparece com um forte candidato por serem fontes naturais de
moléculas inibidoras de toxinas e componentes farmacologicos que diminuem os
sintomas do envenenamento, podendo contribuir na terapia complementar a soroterapia

(Jorge et al., 2019; Magalhaes et al., 2019).

O uso de plantas medicinais na medicina popular como tratamento primario para
envenenamento por animais pegonhentos ja foi descrito anteriormente (Carrera-
Fernandez et al., 2023; Nath; Mukherjee, 2023). O género Jatropha (Euphorbiaceae),
cujas espécies sdo popularmente conhecidas como “Pinhdo”, possui cerca de 175 espécies
vegetais (Cavalcante; Santos; Almeida, 2020; Ramalho et al., 2017). Espécies como J.
gossypiifolia, J. glandulifera (SABANDAR et al., 2013), J. multifida, J. podagrica
(Dharmadasa et al., 2016) e J. curcas (Shopo; Mapaya; Maroyi, 2022) ja foram citadas

na literatura devido ao uso popular como antiveneno. No entanto, as espécies acima
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citadas, tiveram seus efeitos validados cientificamente para acidentes ofidicos (Félix-
Silva et al., 2014; Félix-Silva et al., 2017; Gomes et al., 2016) sendo necessaria uma

investigacdo mais aprofundada para acidentes com escorpioes.

Jatropha mutabilis (Pohl.) Baill. (Euphorbiaceae), ¢ uma espécie endémica do
bioma Caatinga no Brasil, com ampla distribuicdo na regido semidrida do Nordeste,
conhecida popularmente como “Pinhdo de seda”, “Pinhdo bravo” ou “Pinhdo manso”.
Esta planta arbustiva possui folhas pequenas, flores vermelhas alaranjadas e estames
amarelos, sendo frequentemente encontrada em jardins, em cultivo isolado e até
utilizada como sebe para fins ornamentais. Na medicina popular suas flores e folhas sio
utilizadas como depurativo e para constipagdo, € o 0leo extraido das sementes ¢ ingerido
como vermifugo veterinario (Albuquerque et al., 2007). Estudos anteriores
demonstraram a capacidade anti-inflamatoria de J. mutabilis, com base no potencial
antioxidante e fotoprotetor dos extratos etanolico e hidroalcoolico das folhas (Costa et al.,
2018), bem como na atividade expectorante e antitussica (Costa et al., 2020) também
encontrada no extrato etandlico das folhas ou no Vitexina, flavonoide isolado dessa
parte do vegetal. Além disso, a espécie também apresenta relatos do uso na medicina
popular como antiveneno, atribuida ao seu latex/seiva obtido por meio de incisdes em
seu caule (Albuquerque et al., 2007). Contudo, ndo foram encontrados estudos que
avaliaram suas propriedades antivenenos, composicdo fitoquimica ou seguranga

toxicologica.

Neste trabalho, investigamos o perfil fitoquimico, a atividade antioxidante, a
toxicidade oral aguda e o efeito antiescorpidnico do latex de Jatropha mutabilis com
relagdo as atividades enzimaticas de hialuronidase e fibrinogenolitica, interacdo direta
com proteinas, € nos efeitos nociceptivos e edematogénicas da pegonha de Tityus
stigmurus. Assim, elucidando os efeitos terapéuticos dessa espécie usada na medicina

popular para o envenenamento por escorpides.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Investigacdo do perfil fitoquimico e o potencial antiescorpidonico do latex de

Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. frente a peconha de Tityus stigmurus (Thorell 1876).

1.1.2 Especificos

e Obter o latex de Jatropha mutabilis;

e Determinar o perfil fitoquimico do latex;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro do latex;

e Avaliar a toxicidade oral aguda do latex;

e Obter a pegonha de Tityus stigmurus;

e Determinar o perfil proteico da peconha;

e Avaliar in vitro a capacidade do latex em neutralizar a pegonha;

e Avaliar a interacdo entre o latex e as proteinas presentes na pegonha;

e Estudar a capacidade do latex em neutralizar in vivo sintomas locais de

envenenamentos induzidos pela pegonha.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Escorpioes

Os escorpides sdo animais invertebrados do subfilo Chelicerata, como as
aranhas, opilides, amblipigios, acaros e carrapatos. Estes animais estdo entre os
aracnideos mais antigos do planeta. Baseado nos registros fosseis, pesquisadores
descrevem a presenca dos primeiros Eurypterids (ancestrais da ordem Scorpiones) a
partir do periodo Siluriano com aproximadamente 400 milhdes de anos (Wendruff,
2020), onde conclui-se até entdo que os primeiros animais eram marinhos (Waddington;
Rudkin; Dunlop, 2015). Embora também tenham sido encontrados fosseis em ambientes
descritos como terrestres (Dunlop; Webster, 1999). Atualmente, a ordem Scorpiones
habita apenas ambientes terrestres, sdo animais noturnos, com baixa visdo, mas que
conseguiram se espalhar em diferentes ambientes, como desertos, cavernas e florestas
tropicais, e ambientes urbanos distribuidos por quase todos os continentes, com excec¢ao

dos polos (Marcussi et al., 2011).

A morfologia das espécies de escorpides atuais (Figura 1) divide o corpo destes
animais em duas partes: cefalotorax ou prossoma — onde estdo localizadas estruturas
sensoriais como os olhos € os pentes ou pectineas, que sao um par de estruturas com
fungdo sensorial, mas que também sdo usadas em rituais de cortejo pelos machos, na
limpeza do territorio, assim como no alerta contra predadores (produzindo um som
semelhante a um gizo de cascavel); a boca, onde estdo o par de queliceras (estrutura
comum dos quelicerados) usados para segurar e triturar as presas um par de pedipalpos
usados tanto na captura de presas e valsa durante a copula quatro pares de patas toracicas
e o opérculo genital (usado na reproducdo das espécies sexuadas); e o abdomen ou
opistossoma, composto pelo mesossoma onde estdo os Orgdos viscerais, além dos
espiraculos (aberturas respiratorias), e a porcdo do metassoma onde também estdo
presentes as visceras, o anus na por¢ao final, assim como o télson responsavel por abrigar
o par de glandulas de veneno e o aguilhdo ou ferrdo (estrutura de inocular a pegonha)

(Marcussi et al., 20211) (Figura 2).
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Figura 1: Morfologia da ordem Scorpiones

Pedipalpo
Queliceras
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Prossoma (Cefalotérax) Boca
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Fonte: o autor, 2023.

Figura 2: Porcao final do metassoma de um escorpido do género Tityus visto sobre lupa.
Destaque para o télson e aguilhdo.

Aguilhao

Fonte: o autor, 2023.
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Essa morfologia ¢ considerada por alguns autores (Lourenco, 2018; Simone;
Meijden, 2021) como um dos fatores responsaveis pela capacidade proliferativa e
adaptativa dos escorpides. Evolutivamente, os escorpides mantiveram uma série de
caracteristicas morfologicas (exoesqueleto e controle sobre espiraculos) e
comportamentais (alimentagdo generalista e comportamentos de captura passiva) que
permitiram ao grupo ter menor gasto energético, maior adaptabilidade a ambientes
estressantes, inclusive a coexistir em ambientes modificados pelo ser humano (Lourenco,
2018). Espécies como Tityus serulatus e Tityus stigmurus sdo exemplos de animais que
apresentam a capacidade de se reproduzir através da partenogénese (Lourengo, 2008;
Foerster et al., 2021), considerado como outro fator crucial na manutencao e proliferacao
em ambientes sinantropicos. Além disso, embora esses aracnideos se alimentem
principalmente de insetos, a dieta dos escorpides pode variar, havendo registros de
captura de outros aracnideos (Battirola et al., 2015), miriapodes (Rodriguez-Cabrera;
Martinez-Mufioz; Teruel, 2015) e até pequenos vertebrados (Espinal; Lopez; Mora,
2020), além dos registros de canibalismo (Lira; Albuquerque; De Souza, 2017) entre
individuos da mesma espécie considerados como uma fuga de manter os nutrientes na

escassez de presa.

2.2. Escorpionismo

Os acidentes pela picada de escorpides sdao caracterizados por uma série de
processos entre o envenenamento e as manifestagdes clinicas locais e sistémicas
desencadeadas pela agdo das toxinas contidas na peconha, que podem levar o individuo
ao obito (Albuquerque, 2004). Todos os anos, milhares de casos sdo relatados em paises
da Africa, Asia, Oriente Médio e nas Américas. Em paises, como o Ira, Paquistao, india,
Meéxico, Brasil, Argentina e Coldmbia, o escorpionismo passou a ser considerado um
problema de satide publica devido ao alto indice de ocorréncias (Chippaux; Goyffon,
2008). Nestes paises, além de fatores climaticos e ambientais favoraveis a sobrevivéncia
dos escorpides, a indicios de uma correlacdo significativa entre os altos indices de
escorpionismo e fatores de vulnerabilidade social (Siqueira et al., 2024), sugerindo que
fatores como o crescimento urbano desordenado, o baixo investimento nas condi¢des de
saude publica e a baixa escolarizagao da populacdo podem contribuir para o aumento do
nimero de acidentes (Duarte et al., 2024). Nos grandes centros urbanos, por exemplo, o

crescimento desproporcional possibilita a criagdo de microhabitats que servem de abrigo
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para esses animais, assim como a falta de saneamento basico que atrai a presenga de
outras espécies que podem servir de alimento para os escorpides (Amado et al., 2021,
Duarte et al., 2024). Desta forma, visto a situagdo anteriormente mencionadas, bem como
as limitacdes clinicas e socioecondmicas no tratamento padrdo disponivel que ndo
contemplam toda a populagao do pais, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) passou a

considerar o escorpionismo como uma Doenga Tropical Negligenciada (OMS, 2007).

No Brasil, os acidentes com escorpides representam cerca de 53% dos acidentes
causados por animais pegonhentos, e os efeitos toxicos causados pelo envenenamento
podem variar conforme as manifestacoes clinicas apresentadas pelos pacientes (Brasil,
2009). Em geral, casos clinicos considerados leves sdo mais frequentes, porém ha casos
em que as complicagdes clinicas podem evoluir para a classificagdo severa, onde os
pacientes podem vir a 6bito (Chippaux; Goyffon, 2008; Guerra-Duarte et al., 2023). A
maioria dos registros epidemioldgicos apontam que alguns grupos estdo mais propensos
a desenvolver casos clinicos severos, como os individuos em faixas etarias pediatricas e
1dosos, individuos do sexo feminino, individuos com comorbidades como hipertensao,
problemas cardiacos e imunodeprimidos, além de individuos que vivem em condigdes de
vulnerabilidade social, como pobreza, moradia inadequada e falta de acesso a satde

(Albuquerque et al., 2013; Amado et al., 2021; Siqueira et al., 2024).

Embora o escorpionismo tenha um baixo indice de letalidade (0,2%), dados do
SINAN indicam uma alta incidéncia: cerca de 1.482.958 casos foram registrados ¢ 1.092
obitos entre os anos de 2013 a 2023 em todo o Brasil (Figura 3 A). Entre as regides com
maior nimero de notificagdes no pais, estdo as regides Nordeste e Sudeste, com
respectivamente 76.000 e 88.000 casos registrados no ano de 2023 (Figura 3 B). Na regiao
Nordeste, os estados da Bahia, Pernambuco e Alagoas lideram nos casos registrados

(Figura 3 C) (Machado et al., 2023).

Atualmente, ¢ relatada a existéncia de 2.822 espécies de escorpides catalogadas
pelo mundo (Rein, 2024). E, embora todas as espécies sejam consideradas pegonhentas,
nem todas sdao consideradas como espécies de importancia médica. Essa denominacgao ¢
atribuida a espécies que apresentam em sua pegonha toxinas potenciais capazes de causar
danos a saide humana. Segundo a literatura (Ward; Ellsworth; Nystrom, 2018; Nicola et
al., 2024) cerca de 104 espécies de escorpides sao consideradas como espécies de

importancia médica, entre elas 101 pertencentes a familia Buthidae, 2 a familia
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Hemiscorpiidae e 1 a Scorpionidae. Entre os principais géneros estdo Androctonus,
Buthus, Centruroides, Hemiscorpius, Hottentotta, Leirus, Odontobuthus, Parabuthus e
Tityus. No Brasil, sdao registradas quatro familias de escorpides, sendo elas as familias
Bothriuridae, Chactidae, Hormuridae e Buthidae com cerca de 27 géneros (Bertani;
Giupponi; Moreno, 2024). No entanto, as principais espécies de importancia médica estdo
na familia Buthidae, principalmente as espécies do género Tityus, que estio amplamente
distribuidos pelo pais, como as espécies Tityus serrulatus, Tityus stigmurus, Tityus
bahiensis e Tityus obscurus (Figura 3 D). Outras espécies, como Tityus metuendus, Tituys
sylvan, Tityus brazilae, Tityus fasciolatus e Tityus mattogrossensis também ja tiveram

registros de acidentes no pais (Nencioni et al., 2018).
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Figura 3. Escorpionismo no Brasil. Registros notificados no pais entre os anos de 2013 4 2023 (A). Numero de casos registrados entre as regides do Brasil (B).
Numero de incidentes notificados nos estados da regido Nordeste (C). Distribui¢ao das principais espécies de importdncia médica segundo o Ministério da Saude
nas regides do Brasil (D-I) e o destaque para regido Nordeste (D-II).
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2.3. Tityus stigmurus

O escorpido Tityus stigmurus (Figura 4) ¢ uma espécie pertencente a familia
Buthidae ¢ conhecido popularmente como escorpido-amarelo-do-nordeste. Tityus
stigmurus apresentam uma coloracdo amarelo-alaranjada, com um triangulo negro no
prossoma ¢ uma faixa longitudinal mediana negra no mesossoma, além de um espinho
sub-aculear no télson (comum ao género 7ityus) (Marcussi et al., 2011). Esses escorpides
medem cerca de 4 a 7 cm na fase adulta, sdo animais viviparos ou ovoviviparos, com
dimorfismo sexual, se reproduzindo sexuadamente através da fecundagao da fémea com
o espermatoforo do macho ou assexuadamente, onde as fémeas realizam a reprodugao
partenogenética (Foerster et al., 2021). A espécie ¢ endémica da regido Nordeste do Brasil
(Figura 5) com registro de distribuicdo nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (Brasil et al., 2009), na ilha
de Fernando de Noronha (Freitas; Vasconcelos, 2008) e algumas notificagdes também no
estado de Sdao Paulo (BERTANI et al., 2018). Esta espécie ocorre principalmente em
ambiente urbano, apresentando habitos sinantropicos que lhe permitem sobreviver a
ambientes perturbados, porém alguns espécimes também sdo encontrados em zonas

rurais.

Figura 4: Espécime de Tityus stigmurus (Thorell, 1876) (Zona Metropolitana do Recife,
Pernambuco, Brasil).
Toy -G -
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Dentre as espécies do género Tityus, Tityus stigmurus ¢ considerado uma das
principais espécies de relevancia médica no Brasil (Ward; Ellsworth; Nystrom, 2018).
Gragas a sua adaptag@o aos ambientes urbanos, capacidade de reproducao e a riqueza de
biomoléculas presentes em sua pegonha. O envenenamento causado pela espécie pode
causar diversos sintomas, tais como: dor, parestesia, edema e eritema, vomito, dor
abdominal, sonoléncia, sonoléncia, tremor, agitagdo, ndusea, cefaleia, dispneia,
bradicardia e taquicardia (Lira-Da-Silva; Amorim; Brasil, 2000), os quais podem
comprometer a saude do individuo. Além disso, assim como os acidentes causados por
Tityus serrulatus e Tityus bahiensis, os acidentes por Tityus stigmurus podem apresentar
manifestagdes clinicas leves, moderadas ou graves que podem evoluir para dbito, em

alguns casos (Albuquerque et al., 2013).

Figura 5: Distribuicdo do escorpiao Tityus stigmurus no Brasil. Distribui¢do nos estados da
federagdo (A). Distribui¢ao no estado de Pernambuco (B). Os pontos vermelhos destacam a
dispersdo da espécie nos biomas espalhados nas regides do Brasil. Dados do IBGE e GBIF.
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2.4. Peconha de Tityus

A peconha dos escorpides € uma secrecdo complexa, rica em moléculas
biologicamente ativas. Essa secrecdo ¢ produzida e armazenada por um par de glandulas
localizadas em uma estrutura na por¢ao final do metassoma, denominada télson (Figura
2). O processo de liberagdo dessa secre¢dao ocorre de forma controlada apos a contragao
da musculatura e injetada pelo aguilhdo (estrutura aculear localizada no final do télson)
(Meijden; Coelho; Rasko, 2015; Nassini; Hayes, 2015). Essa liberagdo esté relacionada
na maioria dos casos a imobilizag@o de presas que sdo relativamente maiores que o animal
ou que apresentem algum grau de dificuldade para serem capturadas (Silva et al., 2019),
assim como em situagdes em que o animal tenha que se defender contra predadores

(Gangur et al., 2017).

De modo geral, a pegonha dos escorpides apresenta um padrdo filogenético
semelhante, sendo compostas por componentes proteicos e ndo proteicos. Entre os ndo
proteicos sdo encontrados os sais, metais, lipideos, nucleotideos e agua. Os componentes
proteicos podem ser enzimaticos, como fosfolipases, L-amino acido oxidases, proteases
(metaloproteinases e serinoproteinases), hialuronidases e mucoproteinas, ou nao
enzimaticos, como peptideos com ponte dissulfeto que abrangem diversas toxinas que
atuam em canais i0nicos dependentes de voltagem, e peptideos sem ponte dissulfeto como
peptideos potencializadores de bradicinina e peptideos antimicrobianos (Oliveira et al.,

2018; Cid-Uribe et al., 2019; Borges et al., 2020).

O género Tityus, por exemplo, com mais de 200 taxons descritos ¢ um dos
principais géneros de importancia médica. E, devido a essa importancia médica em varios
paises das Américas Central e do Sul, vérios estudos ao longo da Gltima década utilizaram
esse género como modelo para os estudos 6micos da glandula de diferentes espécies do
género, a fim de identificar a variabilidade do arsenal de moléculas e as respostas
fisiopatoldgicas expressas no envenenamento (Batista et al., 2007; Borges et al., 2020;
Diaz et al., 2023). De acordo com estudos anteriores, varias classes de moléculas foram
identificadas nas peconhas desses animais, porém, entre as mais abundantes estdo os
peptideos com ponte dissulfeto, como toxinas de canais i6nicos, que desempenham um
importante papel nas respostas neurotdxicas do envenenamento. Diferentes moléculas
desta classe foram elucidadas, como, por exemplo, as neurotoxinas isoladas da peconha

de Tityus serrulatus: Ts1—Ts16, Ts19 Frag-I e Frag-II, Ts17—Ts19 e Ts20, consideradas
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moléculas importantes devido a sua capacidade seletiva de interagdo com os canais
ionicos de Na*, K*, ClI" e Ca" que possibilita uma interferéncia na permeabilidade da
membrana celular (Marcussi et al., 2011). Assim como os peptideos isolados Tst26
isolado da peconha de Tityus stigmurus por Papp et al. (2009) que demonstrou um
potencial bloqueador especifico por canais de potassio € a Tstl uma B-toxina com
afinidade a canais de s6dio isolado por Mata et al. (2023) que demonstrou capacidade de
mudar a voltagem de ativagdo e inativacdo em estado estavel para estados mais
hiperpolarizados e alterou a recuperacao da inativacdo dos canais. A espécie Tityus
bahiensis, outra espécie de importancia médica também teve toxinas isoladas, a Tb V-4
que demonstrou efeito téxico sobre o hipocampo de ratos causando alteragdes
comportamentais, aumentando o fluxo de cdlcio e exibindo alguns padrdes que se
assemelham a ataques epiléticos (Ossanai et al., 2012) e a Tb II-I que ao ser injetado
também no hipocampo de roedores induz um aumento nas concentragoes de dopamina,
provocando uma série de alteragdes no sistema nervoso dos animais e induzindo ataques

epiléticos (Emidio; Ivo; Abrahao, 2022).

Esse amplo arsenal de moléculas ¢ referenciado como um dos principais
responsaveis por possibilitar diferentes respostas fisiopatologicas nas vitimas de
acidentes. Além disso, apesar dos tdxons apresentarem um conservado padrio de
expressao fenotipica nos grupos de toxinas, esses componentes podem ser expressos nas
glandulas das diferentes espécies de forma varidvel, podendo ser geneticamente
silenciada ou expressa de forma mais significativa, a depender de fatores intraespecificos
e interespecificos aos animais, como a variacdo entre espécies, gé€nero, familia,
dimorfismo sexual e estagio de vida, habitos alimentares, drea geografica habitavel,
condi¢des ambientais e a relagdo com predadores (Bridges et al., 1997; Pucca et al., 2014;

Oliveira et al., 2018; Tobassum et al., 2018; Solano-Godoy et al., 2021).

Essas mudancgas expressivas na peconha tém intensificado estudos com esses
escorpides (Estrada-Gomez et al., 2017; Borges et al.,, 2020; Diaz et al., 2023;
Kalapothakis et al., 2024) ndo apenas pelo interessem em isolar os componentes de suas
peconhas, mas também, para determinar as implicacdes dessas variagdes nos casos de
escorpionismo e na resposta do tratamento. Nestes estudos, a atividade bioldgicas das
diferentes classes de enzimas como hialuronidases, fosfolipases e proteases, em geral,
assim como os peptideos com afinidade a canais i0nicos foram investigados, a partir

disso, os autores discorrem como essa variacdo pode refletir na fisiopatologia do
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envenenamento, a letalidade nos seres humanos e as limitagdes no tratamento (Borges et
al., 2020; Wiezel et al., 2024), onde em alguns casos ndo conseguem contemplar algumas
respostas e fazendo-se necessarias mudangas no tratamento como identificado e
discutidos em outros casos de envenenamento por animais como acidentes ofidicos

(Gutiérrez et al., 2017; Gutiérrez; R. Casewell; Laustsen, 2024).

2.4.1 Peconha de Tityus stigmurus

A peconha de Tityus stigmurus, embora nao tao elucidada quanto a peconha de
Tityus serrulatus, foi objeto de uma série de estudos que descrevem quimicamente
algumas classes de moléculas relevantes. Técnicas protedmicas e transcriptomicas
permitiram identificar certos grupos de moléculas como, peptideos antimicrobianos,
lisozimas, aminas biogénicas, toxinas de canais i0nicos, peptideos anidnicos,
metaloproteinases, hialuronidases, peptideos ricos em cisteina e lectinas (Batista et al.,

2007; Almeida et al., 2012).

Entre esses grupos de moléculas, as toxinas de canais i6nicos (Na*, K*, Cl- e Ca?"),
toxinas de canais de sodio (B-NaTx e a-NaTx) e potéassio (a-KTx e B-KTx) sdo as mais
abundantes na peconha (Almeida et al., 2012). Essa classe de toxinas sdo fundamentais
na atividade citotoxica da peconha, pois sdo capazes de interagir diretamente com os
canais 10nicos sensiveis a voltagem, responsaveis pela passagem seletiva dos ions entre
os meios intracelular e extracelular a favor do gradiente eletroquimico (Mendes et al.,
2023). A acao dessas toxinas interfere na permeabilidade da membrana celular através do
desequilibrio no processo de despolarizagdo e repolarizagdo da membrana,
desencadeando uma liberagdo massiva de neurotransmissores, como acetilcolina,
catecolaminas, aminas e peptideos (Wiezel et al., 2024). A eficacia da acdo dessas
toxinas, se deve, sobretudo, a acdo conjunta sobre a membrana, pois, enquanto as o-
toxinas prolongam o tempo de despolariza¢do do canal i6nico, as -toxinas provocam
uma alterag@o no seu limiar de ativagdo, sendo, portanto, as principais responsaveis pelos
principais efeitos neurotdxicos do envenenamento (Furtado et al., 2020). Outras classes
de moléculas em maior representatividade, encontradas na pegonha de Tityus stigmurus
importantes no processo de envenenamento, sdo as metaloproteinases, as hialuronidases

e as hipotensinas.
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As metaloproteinases correspondem a maioria dos componentes proteoliticos da
peconha de escorpides. A maioria dessas proteases ¢ metzincinas, ou seja, utilizam o
zinco (Zn) como cofator no sitio ativo para executar sua fun¢do proteolitica. Como as
hialuronidases, as metaloproteinases t€m uma atividade citotoxica indireta associada com
a degradagao dos competentes da matriz extracelular, facilitando a a¢ao de outros grupos
de toxinas (Bittenbinder et al., 2024). A a¢do das metaloproteinases também ¢ associada
com fatores de incoagulabilidade sanguinea, ou seja, que podem levar a processos
hemorragicos (Oliveira et al., 2022). Isso € possivel devido a agdo das metaloproteinases
sobre fatores de coagulagdo sanguinea, como na hidrolise das cadeias a ¢ B do
fibrinogénio da corrente sanguinea, resultando na formag¢ao de coagulos de fibrina fracos

e incoagulaveis (Giron et al., 2013; Cavalcante et al., 2013).

As hialuronidases, também conhecidas como “fator de propagacao” sdo enzimas
que tém entre 40 a 50 kDa e facilitam a a¢do de outras toxinas no envenenamento (Guerra-
Duarte et al., 2023). A agdo dessas enzimas ocorre principalmente na diminui¢do da
integridade da membrana celular, facilitando a difusdo das toxinas no tecido, através da
hidrolise dos glicosaminoglicanos (acido hialuroénico) nos tecidos conjuntivos, facilitando
assim o envenenamento sistémico (Pessini et al., 2001). Além disso, o produto da
degradacdo do acido hialurénico atua como um fator de sinalizagdo para o recrutamento

de mediadores inflamatoérios, como o 6xido nitrico.

As hipotensinas sdao peptideos que atuam como potencializadores de bradicinina,
porém, nao apresentam atividade inibitoria sobre a enzima conversora de angiotensina
(ECA) (Ortiz et al., 2015). Essa classe de moléculas vem sendo explorada nos estudos de
peptideos que foram identificados na pegonha de 7. stigmurus (Almeida et al., 2012). A
TistH ¢ um exemplo desses peptideos que foi sintetizado (Machado et al., 2015) e
demonstrou uma potencialidade na atividade hipotensora de bradicinina, induzindo

vasorelaxamento, através da liberacdo de 0xido nitrico.

A peconha de Tityus stigmurus, assim como de outros escorpides, demonstra
respostas fisiopatologicas significativas identificadas em ensaios pré-clinicos. Em seus
achados, Silva et al (2016) descreve a capacidade da pegonha de 7. stigmurus em causar
danos renais em ratos wistar. Neste estudo, a ocorréncia de envenenamento em rins
isolados revelou uma elevagdo temporaria da pressdo de perfusdo renal (PP) e da

resisténcia vascular renal (RVR). Essa elevacdo aumentou o fluxo urinario (UF) e a
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excregao de eletrdlitos, o que indica lesao tubular renal, assim como a inducao de lesao
glomerular leve e lesdes tubulares diretas moderadas, o que contribuem para a disfun¢do
renal observada. Segundo os autores, esse dano teve a acdo principalmente das aminas
biogénicas na pegonha, que podem causar vasoconstri¢ao intrarrenal, exacerbando ainda
mais os danos nos rins. A pe¢onha também demonstrou a capacidade de induzir danos
genéticos, conforme observado por Silva et al. (2020). Apos o envenenamento pela
peconha de 7. stigmurus, camundongos da linhagem swiss apresentaram danos genéticos
significativos nas células sanguineas e testiculares, evidenciados pelo ensaio cometa e
pelo teste do microntcleo. Esses danos foram observados também em alteragdes no
nimero de células espermatogénicas nos tubulos seminiferos, diminuindo
especificamente, o nimero de espermdtides arredondadas (RS) significativamente em 1,
2 e 48 horas ap6s o tratamento, enquanto o numero de espermatides alongadas (ES)
aumentou nas primeiras horas, embora com uma reduc¢do no tamanho nuclear. O estudo
indicou que a peconha pode causar disturbios reprodutivos, afetando particularmente as
espermatogonias, que sdo essenciais para o desenvolvimento dos espermatozoides. E
sugere que os efeitos da pegonha ndo sdo apenas agudos, mas também podem levar a
problemas reprodutivos cronicos, devido aos danos genéticos observados e a apoptose

nas células espermatogénicas.

2.5. Manifestacoes clinicas do envenenamento

As manifestacdes clinicas resultantes do processo de envenenamento pela picada
de escorpides podem ser varidveis, de acordo com fatores relacionados aos animais como
variagdo na espécie, idade, sexo, localizacdo geografica e padrdo nutricional (Bridges et
al., 1997; Pucca et al., 2014; Oliveira et al., 2018; Tobassum et al., 2018; Solano-Godoy
et al., 2021). Assim como, fatores relacionados a vitima, como idade, sexo, estado de
saude do paciente podem influenciar na evolugao do envenenamento. Esses sinais clinicos
sdo resultantes da acdo do amplo espectro de toxinas presentes na pegonha que
desempenha papeis distintos e que ao mesmo tempo se complementam no desequilibrio

da homeostase (Figura 6) (Nicola et al., 2024).

De maneira geral, os sintomas sdo usualmente classificados em trés niveis de
acordo com o grau de complicagdes clinicas apresentadas pelo paciente apds o

envenenamento: casos leves, moderados e graves (Brasil, 2009). A evolugdo desses
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sintomas pode ser apresentada entre 4 - 7 minutos apds a inoculagdo intravenosa da
peconha, geralmente mais intensos na primeira hora, com possibilidade de serem

prolongados de acordo com o grau de toxicidade e danos causados (Nicola et al., 2024).

Os efeitos locais do envenenamento por escorpides estdo associados aos relatos
clinicos leves. Em geral, a promogao desses sintomas ¢ ocasionada pela agao das toxinas
no sistema nervoso autdnomo, como as toxinas com afinidades a canais i10nicos
dependentes de voltagem que promovem a despolarizacdo das proteinas canais presentes
da membrana celular, a hipersensibilidade local e o recrutamento de mediadores
inflamatorios e neurotransmissores (Petricevich, 2010). Os efeitos citotoxicos indiretos
pela acdo enzimatica de hialuronidases e metaloproteinases, por exemplo, que atuam
sobre os efeitos locais, através da interacdo com componentes da matriz extracelular,
causando desestabiliza¢do na integridade da membrana e possibilitando a disseminagao
de outras toxinas da peconha (Bittenbinder et al., 2024). Além disso, a agdao de peptideos
como as hipotensinas e aminas biogénicas como histamina que induzem os efeitos
primérios como dor intensa, vasorrelaxamento nos capilares sanguineos pela agdo de
mediadores como espécies reativas de oxigénio (ROS) e o o6xido nitrico (NO),
promovendo a formacdo do edema e eritema nos locais da inoculagdo da peconha
(Nascimento et al., 2005; Machado et al., 2015; Reis et al., 2019). Essas manifestagoes
podem ou ndo progredir para efeitos sist€émicos dependendo de fatores como a toxicidade
da peconha da espécie que causou o acidente, ou fatores relacionados ao estado de saude

do individuo.

Em alguns casos de escorpionismo, a peconha que ¢ inoculada na vitima consegue
alcangar a circulacdo sistémica devido a agdo de enzimas facilitadoras (como as
hialuronidases) (Oliveira-Mendes et al., 2019). Apo6s alcangar a circulacdo sistémica, as
demais toxinas presentes na pegonha podem desencadear diferentes efeitos no organismo.
Esses efeitos em geral estdo associados a processos inflamatorios severos, mediante
cascatas enzimaticas envolvendo a liberacdo de mediadores inflamatérios como, por
exemplo, a producao massiva de citocinas (principalmente TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL 6 €
IL 8), que estimulam um processo inflamatdrio cronico, choque, faléncia multipla de
orgdos e necrose (Petricevich, 2010). As multiplas respostas sist€émicas apresentadas
pelas vitimas podem estar associadas a mudangas hormonais com a massiva liberagdo de
reguladores hormonais: catecolaminas, glucagon, cortisol, angiotensina II, diminui¢ao

nos niveis de insulina e aumento no nivel de glucagon no sangue. Neurotoxinas na
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peconha podem interagir com o sistema nervoso central, causando alteragdes no sistema
cardiorrespiratério  (hipertensdo, hipotensdo arterial, taquicardia, bradicardia,
insuficiéncia cardiaca ou respiratoria, arritmias, parada respiratoria, bradipneia e edema
pulmonar), gastrointestinal (salivacdo, aumento da motilidade intestinal, dor abdominal,
nauseas, vomito e pancreatite), imunologico (resposta inflamatoria local e sist€émica, dor
e vermelhiddo), musculoesquelético (espasmos musculares e rigidez), renal (insuficiéncia
renal aguda) e hematologico (hemdlise, leucocitose com neutrofilia) (MARCUSSI et al.,

2011).

Figura 6. Esquema da sintomatologia geral do envenenamento por escorpioes.

Danos no sistema nevoso

Danos cardiacos Danos respiratorios

Danos hepaticos [ —, Q Danos gastrointestinais

Inducao de apoptose

Danos renais

Danos genéticos Priapismo

& @®

Edema local

-

Alteracdes no sistema imune 0; ;

Danos musculares Dor local e sistémica

Inflamagéo

Fonte: o autor, 2024.

2.6. Soroterapia e suas limitacoes

A soroterapia ¢ a principal forma de tratamento para acidentes envolvendo
animais peconhentos em varios paises. Esse tratamento foi citado pela primeira vez na

Franca em 1894 (Calmette, 1894; Phisalix; Bertrand, 1894). No Brasil, Vital Brazil
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Mineiro da Campanha (1901) foi pioneiro em estudos com especificos com antiveneno

(Laustsen et al., 2018).

O soro antiescorpionico ¢ uma solugdo purificada de imunoglobulinas especificas
da peconha (IgG), onde doses da pegonha sdo inoculadas em animais (equinos ou
caprinos), que produzem anticorpos contra as proteinas imunogénicas da pegonha (Carmo
et al., 2015). O plasma separado do sangue desses animais ¢ purificado até que haja a
obtencdo do anticorpo (IgG). Em seguida, ¢ feia a clivagem da molécula IgG com a
enzima pepsina ou papaina, removendo-se a fracdo Fc (alergénica) e utilizando apenas a
fracao F(ab’)2 (Chippaux, 2010). Esses passos de purificacao se dao na tentativa de
reduzir os riscos de reagdes alergénicas. Antes da finalizagdo, o soro ¢ submetido a

ensaios microbioldgicos e toxicoldgicos adequados (Gutiérrez, 2018; Leon et al., 2018).

No Brasil, as principais espécies de escorpides utilizadas para a produgao do soro
sdo Tityus serrulatus e Tityus bahienses. Essa produgdo, atualmente, ocorre em trés
instituicoes de pesquisa (Instituto Vital Brazil, Instituto Butantan e Fundacdo Ezequiel
Dias) distribuigdo ¢ feita pelo Ministério da Saude para alguns centros de atendimento
hospitalar dos estados que sdo vinculados ao Sistema Unico de Satude (SUS) (centros de
atendimentos do estado de Pernambuco, Tabela 1), onde ¢ utilizado no tratamento do
escorpionismo por uma equipe médica treinada. A soroterapia ¢ recomendada atualmente
para os casos moderado a grave, consistindo na administra¢ao intravenosa do soro
antiescorpionico (SAEcs) para o tratamento de acidentes com escorpides (género Tityus)
ou antiaracnidico (SAAr), que abrange o tratamento de acidentes com aranhas e
escorpides (género Loxosceles, Phoneutria e Tityus) (Brasil, 2009; Marcussi et al.,
2011) A aplicagao do soro pode variar segundo a evolugdo do quadro clinico dos
pacientes (Tabela 2) apds o envenenamento, podendo variar no numero de ampolas de
antiveneno administrado com o grau de severidade dos sintomas apresentados. Em geral,
os casos clinicos leves tétm como foco principal o alivio da dor intensa, através da

administracao de analgésicos no local da picada ou por via oral.

Embora seja um procedimento comum em diversos paises, capaz de diminuir
efeitos sistémicos e a letalidade do envenenamento, a soroterapia ainda apresenta
limitagdes, incluindo a falta de eficacia em neutralizar efeitos locais como a dor apds a
inoculacdo da pegonha (Laustsen et al., 2018), reacdes alérgicas observadas em alguns

casos (Sanaei-Zadeh, 2014), o alto custo de produgdo, dificuldade de transporte e
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estocagem, prazo de validade e distribuicdo em cidades interioranas € zonas do campo.
Além disso, poucas espécies de importancia médica sao utilizadas na produgao do soro,
o que pode resultar em uma resposta incompleta ou ineficiente do tratamento, limitando
sua capacidade de neutralizar a pegonha de escorpides menos estudados ou de regides
distintas, ja que a pegonha desses animais possui uma grande variedade de toxinas, que
variam de acordo com diversos fatores, como idade, sexo, dieta e distribuicao geografica,
podem contribuir para diferentes respostas toxicas no organismo (Borges et al.,
2020). Portanto, abordagens complementares, como o desenvolvimento de tratamentos
mais especificos para as toxinas de diferentes espécies e a vigilancia epidemioldgica mais
robusta para identificar variagdes regionais no envenenamento por escorpido, se fazem
necessarios. Assim como, a investigacao de tratamentos complementares que ja sao
utilizados na medicina tradicional, como o uso de plantas medicinais, utilizados por
muitas comunidades quando esse ¢ o unico recurso disponivel para tratar o

envenenamento (Jorge et al., 2019; Magalhaes et al., 2019).

Tabela 1. Hospitais de Referéncia para Atendimento com Soroterapia em Pernambuco.

Municipio Unidade de Saude Tratamento disponivel
Afogados da Ingazeira Hospital Regional Emilia Camara
Hospital e Policlinica Rui de Barros
Arcoverde .
Correia
Caruaru Hospital Mestre Vitalino
Garanhuns Hospital Dom Moura
Goiana Hospital Belarmino Correia

Jaboatdo dos Guararapes | Hospital Jaboatdo Prazeres

Limoeiro Hospital Regional de Limoeiro
Ouricuri Hospital Regional Fernando Bezerra SAEcs
Palmares Hospital Regional Silvio Magalhaes
) Hospital Universitario de Petrolina
Petrolina
Hospital Dom Malan/IMIP
Recife Hospital da Restauragdo
Salgueiro Hospital Regional Inacio de Sa
Hospital Regional Professor Agamenon
Serra Talhada
Magalhaes
Vitoéria de Sto. Antdo Hospital Jodo Murilo
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Fonte: Ministério da satde (adaptado), 2024. SAEcs: soro antiescorpionico.

Tabela 2. Manifestagdes clinicas e tratamento por soroterapia de acidentes escorpidnicos

conforme os sintomas.

Antiveneno Classificacao Clinica N° de ampolas

Leve: Dor, Edema e Eritema -

Moderado: Dor local intensa, associada a uma ou
mais manifestacdes sistémicas (ndusea, vOmitos, 2a3
sudorese, sialorreia)

SAEcs ou SAAr
Grave: Manifestacdes clinicas moderadas mais algumas
manifestacoes como vOmitos profundos,
sudorese profunda, prostragdo, convulsdo, coma, 4a6
bradicardia, insuficiéncia cardiaca, edema pulmonar
agudo e choque.

Fonte: Ministério da saude (adaptado), 2024. SAEcs: soro antiescorpidonico; SAAr: soro

antiaracnidico.

2.7. Uso de Plantas medicinais

As plantas tém coexistido e sido parte importante da formacao da civilizagdo
humana desde o inicio das primeiras tribos. Durante séculos, varias espécies de plantas
foram utilizadas de diferentes formas pelos seres humanos, seja para manter a saude fisica
através da obtencao de nutrientes pela alimentagdo, saude mental e espiritual por meio de
rituais, ou até mesmo o uso em constru¢des de abrigo, ferramentas e adornos (Davis;
Choisy, 2024). Ainda assim, uma das praticas mais relevantes ¢ o tratamento de
enfermidades, seja com o uso de partes in natura, droga vegetal ou como precursores para
a sintese de drogas, como a codeina e morfina, alcaloides analgésicos derivados de
Papaver somniferum L. (papoula do 6pio), atropina (antagonista muscarinico) isolada de
Atropa belladonna L., e a cafeina obtida de Coffea arabica L. (Pirintsos et al., 2022;
Domingo-Ferndndez et al., 2023).
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O uso popular de plantas medicinais baseia-se principalmente na busca pelo alivio
de sintomas ou cura de doencas. Os diferentes usos de plantas medicinais sdo resultantes
da agregacdo de conhecimentos empiricos que foram transcendendo pela cultura de
diferentes civilizacdes (Cartaxo et al., 2010; Saraiva et al., 2015; Domingo-Ferndndez et
al., 2023; Davis; Choisy, 2024). Atualmente, apesar do progresso tecnologico na
medicina e do aprimoramento de fairmacos sintéticos, as plantas medicinais ainda sdo uma
das principais formas de tratamento de doengas. Cerca de 80% da populacdo mundial
recorre a esses produtos naturais, sobretudo em comunidades agricolas e populacdes
originarias, por exemplo, povos indigenas (OMS, 2019; Davis; Choisy, 2024). E apesar
de a maioria do uso dessas espécies estar bem estabelecida entre as comunidades, algumas
plantas podem apresentar substancias toxicas aos seres humanos e apresentarem efeitos
adversos. Por isso, ao longo dos anos foram sendo estabelecidas diretrizes para garantir a
seguranga bioldgica e controle de qualidade de produtos de origem natural. A resolugdo
n.° 90, intitulada um “Guia para a realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinica de
fitoterapicos” publicada em 2004 pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), visa estabelecer normativas e métodos padronizados para o estudo de

toxicologia pré-clinica no Brasil (Brasil, 2004).

No Brasil, o uso de plantas medicinais € uma pratica comum que foi construida, a
partir de diferentes identidades culturais, entre elas as que foram herdadas pelos povos
indigenas e pela influéncia dos diferentes povos europeus durante o processo de
colonizag¢do (Braga, 2021). Além disso, a riqueza botanica presente na biodiversidade
brasileira (mais de 20% do total existente no planeta) (Brasil, 2024) acabou possibilitando
o tratamento de diferentes doengas. Nos estudos etnobotanicos, varias dessas espécies de
plantas sdo utilizadas popularmente no tratamento de doengas, como dor, inflamagao,
tratamento de feridas, infecgdes microbianas e envenenamento (Saraiva et al., 2015). No
entanto, muitos desses relatos possuem lacunas na elucidagdo das atividades bioldgicas,
farmacologicas e diversidade de componentes quimicos presentes na espécie, além da
seguranca de uso e toxicidade do material para que entdo possam ser investigadas para
fins de explorar os principios ativos para o desenvolvimento de novos farmacos e
medicamentos fitoterdpicos. Exemplo disso, sdo espécies usadas popularmente no
tratamento de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) como envenenamento por

animais peconhentos, como serpentes, aranhas, escorpides etc.

36



Nas ultimas décadas, parte importante dos estudos etnobotanicos, tem servido de
base para a para investigacdo de substancias de origem vegetal, incluindo substancias com
potencial antiveneno (Butt et al., 2015; Saraiva et al., 2015). Devido as limitagdes nos
tratamentos padrdo e a riqueza de componentes quimicos encontrados nas plantas, como
taninos, flavonoides, fendis, alcaloides, terpenoides, cumarinas e ligninas, varias espécies
da flora brasileira tem sido alvo de investigagao, ja essas diferentes classes de metabolitos
tem se mostrado promissoras na naturalizagdo de atividades bioldgicas de pegonhas
animais, através de mecanismos como a precipitando proteinas, inibi¢do enzimatica,
modulando as respostas imunes e minimizando o estresse oxidativo (Mors et al., 2000;
Adrido et al., 2022). Em estudos recentes, alguns grupos de plantas incluindo Asteraceae,
Apocynaceae, Araceae, Fabaceae, Lamiaceae, Malvaceae, Rubiaceae, Zingiberaceae e
Euphorbiaceae (Liagat et al., 2022) mostram-se promissoras candidatas ao tratamento
complementar para o envenenamento por animais peconhentos, devido a sua capacidade
de diminuir o nimero de complicacdes pela agdo das toxinas, assemelhando-se aos
medicamentos ja utilizados nos tratamentos padrio, e aparentemente com menos riscos

de complicacdes e maior disponibilidade para a populagao.

2.7.1 Género Jatropha L.

O género Jatropha L. compdem a maioria das espécies descritas na familia
Euphorbiaceae, com cerca de 175 espécies (Kew Science, 2024), que estdo distribuidas
principalmente em paises das Américas, Asia e Africa, em regides do semiarido tropical
(Cavalcante et al., 2020). O género apresenta espécies com diferentes caracteristicas
botanicas, incluindo espécies arboreas lenhosas, arbustivas, subarbustivas, suculentas e
ervas. No Brasil, sdo encontradas cerca de 13 espécies: J. bornmuelleri, J. breviloba, J.
catingae, J. curcas, J. elliptica, J. gossypifolia, J. hastifolia, J. isabellei, J. molissima, J.
mutabilis, J. ribifolia, J. stigmatosa e J. weddeliana (Souza e Silva et al., 2014). Estas
espécies estdo distribuidas principalmente nos biomas Caatinga e Cerrado,
compreendendo a regido do semiarido brasileiro, além de alguns registros em zonas de
mata atlantica. No estado de Pernambuco, as espécies que aparecem com maior
representatividade estdo distribuidas principalmente no bioma caatinga: J. gossypiifolia,

J. curcas, J. molissima, J. ribifolia e J. mutabilis (Pimentel et al., 2012).
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As espécies desse género sao usualmente utilizadas em jardins como ornamento,
além do uso alimenticio e como fonte de energia (biocombustivel) (Devappa; Makkar;
Becker, 2010). Ainda assim, o principal uso esta associado as propriedades curativas
apresentadas no tratamento de diferentes enfermidades: processos inflamatorios,
tratamento de feridas externas e ulceras gastricas, depurativo, antimalarico, anti-
leishmanicida, gripe e acidentes com animais pe¢onhentos como serpentes e escorpides
(Sabandar et al., 2013). Muitas destas atividades bioldgicas e farmacoldgicas sdo descritas
e correlacionadas a riqueza de metabdlitos secundarios que estdo presentes nas espécies,
como flavonoides, taninos, alcaloides, cumarinas, ligninas, tepernoides, esteroides,

glicosideos e peptideos ciclicos (Cavalcante et al., 2020).

O uso popular de espécies do género Jatropha no envenenamento contra animais
peconhentos € uma pratica comum. Varias espécies tém aparecido em relatos
etnobotanicos, elas espécies como J. gossypiifolia, J. curcas, J. glandulifera,J. elliptica,
J. molissima, J. multifida, J. podagrica, e J. mutabilis (Lans et al., 2001; Albuquerque et
al., 2007; Sabandar et al., 2013; Saraiva et al., 2015; Dharmadasa et al., 2016). Contudo,
apenas as espécies J. gossypiifolia, J. curcas, J. elliptica, J. molissima, J. multifida foram
analisadas cientificamente com investigagdes etnofarmacologicas para essa atividade.
Contudo, a maioria dos estudos foram destinado ao ofidismo (Félix-Silva et al., 2014;
Félix- Silva et al., 2017; Gomes et al., 2016) sendo necessarios estudos destinados a

investigacao do escorpionismo.

2.7.2. Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae)

Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) (sinénimo de Adenoropium
mutabile) (Figura 7), conhecida popularmente como “Pinhao-de-seda” ¢ uma espécie de
porte arbustivo, com folhas pequenas, flores vermelho-alaranjadas e estames amarelos,
endémica do bioma Caatinga (hiperxeréfila), encontrada em terreno arenoso, amplamente
distribuida no Semiarido, ocorrendo em todos os estados da regido Nordeste,
predominante entre os estados de Pernambuco e Bahia (Figura 8) (Santos; Machado;
Lopes, 2005). Esta espécie também ¢ encontrada frequentemente em jardins para fins
ornamentais € no cultivo em jardins para ser utilizada como medicamento. Estudos
relatam o uso de suas folhas e flores, utilizadas popularmente como depurativo e anti-

constipante, enquanto o Oleo extraido de suas sementes ¢ usado como vermifugo
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veterinario (Albuquerque et. al., 2007). Em algumas investigagdes das propriedades
bioldgicas de suas folhas, assume-se a espécie como um potencial candidato para uso
como expectorante e antitissica, atividades atribuidas a vitexina, um importante
flavonoide isolado do extrato etandlico das folhas (Costa et al., 2020). Outro uso dessa
espécie na medicina popular esta relacionado ao latex obtido por incisdes no caule de J.
mutabilis, usado como antiveneno (Albuquerque, 2007). No entanto, apenas relatos
etnobotanicos, sem uma validagdo cientifica, deixam lacunas sobre a atividade biologica
atribuida a espécie, seus constituintes quimicos e sua seguranca biologica, fazendo

necessarios estudos que elucidem melhor essas caracteristicas propostas ao latex.

Nesta perspectiva, assumindo os relatos etnobotanicos da literatura como
norteamento para o uso do latex de J. mutabilis como antiveneno, os objetivos deste

estudo foram delineados, como apresentados no topico citado anteriormente.

Figura 7. Espécime de Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. (Parque Nacional do Catimbau,

Pernambuco, Brasil) coleta do latex in situ.

Fonte: o autor, 2022.
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Figura 8. Distribuigdo da planta Jatropha mutabilis no Brasil. Distribuicdo nos estados da
federagdo (A). Distribuigdo no estado de Pernambuco (B). Os pontos amarelos destacam a
dispersdo da espécie nos biomas espalhados nas regides do Brasil. Dados do IBGE e GBIF.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussado desta dissertacao serdao apresentados em formato de artigo:

3.1 ARTIGO 1
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Handling Editor: V Kuete Ethnopharmacological relevance: Species of the Jatropha genus (Euphorbi ) are used i
iti licine to treat accid i Jatropha mutabilis Baill., popularly knownas

Keywords:
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Scorpionizm
Caatinga
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Edema

“pinhao-de-seda,” is found in the semi-arid negwn of Northeastern Brazil. It is widely used as a vermifuge,
depurative, laxative, and antivenom.

Aim of the study: Obtaining the phytochemical profile of the latex of Jatropha mutabilis (JmLa) and evaluate its
acute oral toxicity and inhibitory effects against the venom of the scorpion Tityus stigmurus (TstiV).

Materials and methods: The latex of J. mutabilis (JmLa) was obtained through in situ incisions in the stem and
characterized using HPLC-ES!-QTOF-MS. Acute oral toxicity was investigated in mice. The protein profile of
T. stigmurus venom was obtained by electroph is. The ability of latex to mteract with venom components
(TsdV) was azsessed using SDS-] PAGB UV-Vis scanning spectrum, and the ion of fibri Iytic and
hy. idase activities. Additi , the latex was evaluated in vivo for its ability to inhibit local edematogenic
and nociceptive effects induced by the venom.

Rtsulm The phynochemxcal profile of the latex r led the p of 75 p: ds, including cyclic peptides,
alkaloids, coumarins, and terpenoids, among others. No signs of acute toxicity
were obzerved at a dose of 2000 mg/kg (p 0.). The latex interacted with the protein profile of TstiV, inhibiting
the venom’s fibri Iytic and hy jase activities by 100%. Additionally, the latex was able to mitigate
local ion effects, reduci iception by up to 56.5% and edema by up to 50% compared to the
negative control group.

Conclusions: The latex of Jatropha mutabilis exhibits a diverse phytochemical

classes of metabolites. It does not present acute toxic effect. in mice and has the abxlm to inhibit the enzymatic
effects of Tityus sogmurus venom in vitro. Additionally, it nociception and edema in vivo. Theze findings
corroborate popular reports regarding the antivenom activity of this plant and indicate that the latex has po-
tential for treating scorpionism.

1 3 . i
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Potencial antiveneno do latex de Jatropha mutabilis Baill. (Euphorbiaceae) frente a
peconha de Tityus stigmurus: avaliando sua capacidade de neutralizar toxinas e

efeitos locais em camundongos

Felipe Santana de Souza?, Bruno Oliveira de Veras®®, Lorena de Mendonga Lucena®,

Rosana Casoti®, René Duarte Martins¢, Rafael Matos Ximenes?® *

2 Laboratorio de Etnofarmacologia e Fitoquimica, Departamento de Antibioticos, Centro
de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco, Recife — PE, 50740-525, Brasil

® Departamento de Bioquimica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife — PE, 50670-420, Brasil
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4 Nucleo de Satde Coletiva, Centro Académico de Vitéria, Universidade Federal de

Pernambuco, 55608-680, Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco, Brasil

Resumo

Relevancia etnofarmacolégica: Espécies do género Jatropha (Euphorbiaceae) sdo
utilizadas indiscriminadamente na medicina tradicional para tratamento de acidentes
envolvendo animais pegonhentos. Jatropha mutabilis Baill., popularmente conhecida
como "pinhdo-de-seda", ¢ encontrada na regido semiarida do Nordeste do Brasil e
apresenta ampla utilizagdo como vermifugo, depurativo, laxante e antiveneno.

Objetivo do estudo: Analisar o perfil fitoquimico do latex de Jatropha mutabilis (JmLa),
avaliar a atividade antioxidante, toxicidade oral aguda e efeitos inibitérios contra a

peconha do escorpido Tityus stigmurus (TstiV).

Materiais e métodos: O latex de J. mutabilis (JmLa) foi obtido através de incisdes in situ
no caule e caracterizado por HPLC-ESI-QToF-MS. A atividade antioxidante foi avaliada
pelos ensaios de eliminagdo de radicais DPPH" e ABTS", bem como pelo método do
fosfomolibdénio. A toxicidade oral aguda foi investigada em camundongos. O perfil
proteico da peconha de 7. stigmurus foi obtido por eletroforese. A capacidade do latex de
interagir com os componentes da peconha (TstiV) foi avaliada por meio de SDS-PAGE,

espectro de varredura UV-VIS e neutralizacio das atividades fibrinogenolitica e
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hialuronidase. Adicionalmente, o latex foi avaliado in vivo quanto a sua capacidade de
inibir os efeitos edematogénicos e nociceptivos locais, induzidos pela pegconha.
Resultados: O perfil fitoquimico do latex revelou a presenga de 75 compostos, incluindo
peptideos ciclicos, glicosideos, compostos fendlicos, alcaldides, cumarinas e terpenoides,
entre outros. JmLa demonstrou capacidade antioxidante total, além de ser capaz de
reduzir os radicais ABTS" e DPPH*. Nao foram observados sinais de toxicidade aguda
na dose de 2.000 mg/kg (v.o.). O latex interagiu com o perfil proteico do TstiV, inibindo
em 100% as atividades fibrinogenolitica e hialuronidase da peconha. Além disso, o latex
foi capaz de atenuar os efeitos do envenenamento local, reduzindo a nocicepcao em até
56,5% e o edema em até 50%, em comparagdo ao grupo controle negativo.

Conclusdes: O latex da Jatropha mutabilis apresenta uma composi¢do fitoquimica
diversificada, contendo intmeras classes de metabdlitos. Apresentou capacidade
antioxidante nos ensaios in vitro. Nao apresenta efeitos toxicos agudos em camundongos
em administragdo oral e tem a capacidade de inibir os efeitos enzimaticos da peconha de
Tityus stigmurus in vitro. Além disso, reduz a nocicep¢do e o edema in vivo. Esses
achados corroboram relatos populares sobre a atividade antiveneno desta planta e indicam

que o latex tem potencial para tratar o escorpionismo.

Palavras-chave: Antiveneno; Escorpionismo; Caatinga; Nocicep¢ao; Edema.

1. Introducao

O escorpionismo representa um desafio significativo para a satide publica em
varios paises tropicais e subtropicais, incluindo India, México, Africa do Sul e Brasil
(Chippaux; Goyffon, 2008), sendo reconhecido como uma Doenga Tropical
Negligenciada (DTN) pela Organizacado Mundial da Saude (OMS, 2007). No Brasil, sdo
registrados anualmente cerca de 100 mil incidentes, destacando-se como um dos
principais desafios do pais em relagdo aos animais peconhentos (Brasil, 2023; Guerra-
Duarte et al., 2023). Entre as principais espécies de escorpides de importancia médica no
Brasil estdo aqueles pertencentes ao género Tityus (Buthidae). Estas incluem espécies
como T. serrulatus, T. bahienses e T. stigmurus, que sao as principais causas de acidentes
(Brasil, 2009; Nencioni et al., 2018).

Tityus stigmurus (Thorell, 1876) (Scorpiones: Buthidae), comumente referido
como o "escorpido-amarelo-do-Nordeste", € a espécie de maior importancia médica no

Nordeste do Brasil (Brasil, 2009; Furtado et al., 2020). A pegonha desta espécie constitui
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uma mistura complexa de moléculas bioativas, incluindo peptideos de baixo peso
molecular, neurotoxinas, aminas biogénicas, hipotensinas, peptideos ricos em cisteina,
proteases ¢ inibidores de metaloproteinases (Almeida et al., 2012; Carmo et al., 2014;
Machado et al., 2015; Oliveira et al., 2018). Esses componentes exercem diversos efeitos,
com agodes farmacoldgicas sobre canais i0nicos sensiveis a voltagem, altera¢des na
permeabilidade da membrana celular, indugdo a recrutamento excessivo de mediadores
inflamatoérios e ativar neurotransmissores, entre outros (Mendes et al., 2023; Petricevich,
2010).

As manifestacdes clinicas do envenenamento por 7. stigmurus incluem sintomas
locais como dor intensa, formacao de edema ¢ eritema, além de sintomas sistémicos como
arritmias cardiacas, alteragdes na pressdo arterial, distirbios visuais, sudorese, cefaleia,
vomitos e diarreia (Brasil, 2009; Reis et al., 2019). Atualmente, o tratamento do
escorpionismo envolve a administracdo intravenosa de soro antiescorpionico ou soro
antiaracnidico visando neutralizar toxinas na circulagdo sist€émica (Brasil, 2009). Além
disso, o manejo da dor ¢é crucial, normalmente conseguido com analgésicos e
antiinflamatoérios (Pucca et al., 2015). Embora a soroterapia seja geralmente eficaz, ela
ainda apresenta diversas limitagdes, incluindo a incapacidade de neutralizar prontamente
os sintomas cardiovasculares do envenenamento (Chippaux; Goyffon, 2008; Pucca et al.,
2015; Yamashita et al., 2020). Além disso, os fatores socioeconémicos tém impacto na
distribuicao do tratamento em zonas rurais € remotas onde o acesso a seroterapia pode ser
limitado. Nessas areas, tratamentos alternativos, como o uso de plantas medicinais, sao
frequentemente utilizados devido a falta de disponibilidade de opg¢des de tratamento
convencionais (Butt et al., 2015; Nath; Mukherjee, 2023).

Nas areas rurais e remotas do Nordeste do Brasil, plantas medicinais do género
Jatropha (Euphorbiaceae), comumente conhecido como "pinhao", sdo utilizadas para
tratar envenenamentos. O género Jatropha ¢ amplamente distribuido em regides tropicais
e algumas espécies sdo utilizadas como antiveneno na medicina tradicional de varios
paises. Espécies como J. gossypiifolia, J. glandulifera (Sabandar et al., 2013), J.
multifida, J. podagrica (Dharmadasa et al., 2016) e J. curcas (Shopo; Mapaya; Maroyi,
2022) foram documentados na literatura por seu uso empirico como antiveneno. No
entanto, apenas algumas espécies foram investigadas cientificamente quanto a sua
eficacia contra o envenenamento por escorpidoes, com a maioria dos estudos focando em

picadas de serpentes (Félix-Silva et al., 2014; Félix-Silva et al., 2017; Gomes et al., 2016).
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Jatropha mutabilis (Pohl.) Baill. (Euphorbiaceae) ¢ uma espécie endémica nativa
da Caatinga no Brasil, com ampla distribui¢do na regido semidrida do Nordeste do Brasil
comumente conhecida como "pinhdo-de-seda", "pinhdo-bravo" ou "pinhdo-manso" pela
populagdo local e pelos praticantes. Caracteriza-se como um arbusto de folhas pequenas,
flores vermelho-alaranjadas com estames amarelos. Muitas vezes encontradas em jardins
para fins ornamentais e cultivadas para uso medicinal, suas flores e folhas sao utilizadas
na medicina tradicional como depurativo e no alivio da constipacdo, enquanto seu 6leo
de semente ¢ utilizado no tratamento de parasitas intestinais na pecudria (Albuquerque et
al., 2007). Estudos anteriores demonstraram a capacidade anti-inflamatéria de J.
mutabilis, com base no potencial antioxidante e fotoprotetor dos extratos etandlico e
hidroalcéolico das folhas (Costa et al., 2018), bem como suas atividades expectorante
(Costa et al., 2020), identificando a vitexina como seu composto ativo. Além disso, o
latex exsudado de incisdes em seu caule tem sido amplamente utilizado para cicatrizagao
de feridas e como antiveneno para tratar picadas de serpentes, escorpido e aranha
(Albuquerque et al., 2007; Agra et al., 2007; Trentin et al., 2011). Porém, faltam estudos
que avaliem suas propriedades antivenenos, bem como sua composi¢ao fitoquimica e
toxicidade.

Considerando que as espécies de Jatropha sao utilizadas de forma intercambiavel
na medicina tradicional do Nordeste do Brasil para o tratamento de envenenamentos e
que J. mutabilis ndo foi investigada quanto a essas propriedades, o presente estudo teve
como objetivo obter o perfil fitoquimico do latex avaliar sua atividade antioxidante,

toxicidade oral aguda e efeito antiveneno contra a peconha de 7. stigmurus.

2. Metodologia
2.1 Material vegetal

O latex de Jatropha mutabilis Baill. (Euphorbiaceae) foi coletada in situ utilizando
tubos estéreis de 50 ml apds incisdes feitas no caule, conforme descrito por populares
locais. A coleta ocorreu em outubro de 2022 no Parque Nacional do Catimbau (PARNA
Catimbau) (8°36'35" S, 37°14'40" O) (Figura 1), com autorizagdao do Sistema Brasileiro
de Autorizag¢ao e Informagao sobre Biodiversidade (SISBIO). (Processo n°: 80236-1).
Um exemplar voucher foi depositado no Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto

Agronomico de Pernambuco (IPA 95,317). Este estudo atende as diretrizes e legislagdes
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nacionais e internacionais e esta registrado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio

Genético e Conhecimento Tradicional Associado (Processo n°: AB87A02).

Apos a coleta, os tubos foram imediatamente armazenados a -20°C para transporte
ao laboratorio. O latex foi entdo filtrado e liofilizado, com seu rendimento calculado com

base nos pesos seco € imido (% = m/m).

Figura 1. Distribuicdo das espécies Tityus stigmurus e Jatropha mutabilis nos biomas
dos estados brasileiros. (A) Distribui¢do das espécies em nivel nacional, (B) Distribui¢ao
no estado de Pernambuco onde o estudo foi realizado, com destaque para as areas de

coleta (C).
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2.2 Analise fitoquimica do latex Jatropha mutabilis

O perfil quimico do latex de Jatropha mutabilis (JmLa) foi obtido por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, HPLC (Nexera X2, Shimadzu, Japdo)
acoplada a um Espectrometro de Massas composto por uma fonte de eletrospray e um

analisador quadrupolo de Tempo de voo (Impact II, Bruker, MA, EUA).

O latex foi dissolvido em solugdo hidroetanolica (7:3, v/v) na concentragao de 4
mg/mL e depois filtrado através de um filtro de seringa de 0,22 pum. Amostras de 20 uL
foram injetadas por um amostrador automatico. A analise cromatografica do latex foi

realizada em coluna Luna C-18 (250 x 3 mm, 3 pm — Phenomenex, CA, EUA) a 40 °C.
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A vazao foi ajustada para 1 mL/min, com um sistema dividido de 0,2 mL/min. O
programa de elui¢do gradiente foi o seguinte: solvente A = H20 e solvente B = MeCN
ambos com 0,1% de acido formico; 0-30 min, 10-100% A e 30-35 min, 100% A para

lavagem de coluna.

O espectrometro foi operado com as seguintes configuragdes: a sonda de
eletropulverizagdo estava no modo de varredura completa de ionizac¢do positiva com uma
faixa de massa de m/z 50-1200. A tensdo de pulverizagdo foi ajustada para 4,5 kV, as
temperaturas do capilar e do forno foram de 300 °C. A analise dos dados foi realizada
utilizando o software Data Analysis. A anotacdo dos compostos foi realizada
referenciando todos os compostos quimicos relatados para Euphorbiaceae e Jatropha no

Scifinder (2024) e no Dicionario de Produtos Naturais — DNP (2024).
2.3. Atividade antioxidante de JmLa
2.3.1. Ensaio ABTS

A atividade antioxidante foi avaliada pelo ensaio ABTS (acido 2,2'-azino-bis 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico), seguindo método descrito por De Veras et al. (2020). As
medicdes foram realizadas em triplicado e as atividades de inibi¢do foram determinadas
com base na percentagem de ABTS* removida. O 4cido galico serviu como referéncia
padrao. A porcentagem de inibi¢do (I%) foi calculada usando a formula:

Ac — As
1% = (———) x 100
Ac

Onde Ac € a absorvancia do controle e As € a absorvancia da amostra.

A concentracdo inibitéria média (Clso) foi determinada com base na regressao
linear. Todos os ensaios foram realizados em quadruplicado para garantir a confiabilidade

dos resultados.
2.3.2. Ensaio DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de eliminacao de radicais livres,
que mediu a doagdo de hidrogénio, empregando o radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) conforme descrito por De Veras et al. (2020). As medi¢des foram

realizadas em triplicado e as atividades de inibicdo foram determinadas com base na
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porcentagem de DPPH removido, com o acido galico servindo como referéncia padrao.
A percentagem de inibi¢do (I%) foi calculada utilizando a féormula descrita em 2.3.1. A
concentragdo inibitdria média (Clso) foi calculada com base na regressao linear. Todos os
ensaios foram realizados em quadruplicado para garantir a precisdo e confiabilidade dos

resultados.
2.3.3. Capacidade antioxidante total

A Capacidade Antioxidante Total (CAT) foi determinada pelo método do
fosfomolibdénio, seguindo protocolo de Prazeres et al. (2019). Este método baseia-se na
redugdo de Mo® a Mo*" pela amostra, resultando na formacdo de um complexo
esverdeado. Tubos contendo amostras e reagentes (acido sulftrico 0,6 M, fosfato de sodio
28 mM e molibdato de aménio 4 mM) foram incubados a 100°C por 90 minutos. Apds a
incubagdo, as absorvancias de cada solu¢ao foram medidas a 695 nm contra um branco,
que nao tinha adi¢do de amostra. O acido ascorbico serviu como padrdo de referéncia. A

capacidade antioxidante total (TAC%) foi calculada pela formula:

TAC % = (=4 ¥ 100
0=(-—)x
Aaa — Ac
Onde Ac é a absorvancia do controle, As € a absorvancia da amostra e Aaa € a absorvancia

do acido ascorbico.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e a concentracao inibitoria média
(Clso) de TAC foi determinada por meio de regressdo linear. Para garantir a

confiabilidade, todos os ensaios foram realizados em quadruplicado.
2.4. Animais

Camundongos Swiss (Mus musculus) de ambos os sexos, pesando entre 30 e 35
ge com idade entre 6 e 8 semanas, foram obtidos no Biotério do Departamento de
Antibidticos da UFPE. Os animais foram mantidos em condi¢des padrao, incluindo
temperatura controlada (22 + 2 °C), umidade (45% a 65%) e ciclo claro/escuro de 12
horas, com livre acesso a comida e agua. Os protocolos experimentais envolvendo
animais seguiram as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA). A aprovagéo prévia do projeto foi obtida do Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFPE sob Protocolo n° 101/2022.
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2.5. Toxicidade oral aguda

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado em camundongos fémeas de acordo
com a Diretriz de Teste 425 da OCDE (OCDE, 2022). Trés camundongos receberam uma
dose oral unica de 2.000 mg/kg de JmLa diluido em PBS (pH 7,4). Os animais foram
monitorados aos 30, 60, 120, 180 e 240 minutos pds-tratamento e diariamente durante 14

dias quanto a potenciais sinais de toxicidade.
2.6. Peconha dos escorpides

A peconha de Tityus stigmurus (TstiV) foi obtida pelo método de
eletroestimulacdo das glandulas de veneno de 100 escorpides (Oukkache et al., 2013).
Esses escorpides foram coletados no periodo noturno (19h as 22h) pelo método de busca
ativa (luz UV e pinga de dissec¢do anatdomica de 30 cm) na regido metropolitana do Recife
(23° 39" 09" S, 46° 42' 03" O), Pernambuco, Brasil (Figura 1), com autoriza¢dao do
Sistema Brasileiro de Autorizagdo ¢ Informagdo sobre Biodiversidade (SISBIO)
(Processo n°: 63945-5). Os animais foram aclimatados em laboratorio por 30 dias, e sua
peconha foi coletada por meio de tubos capilares (sem heparina) e ressuspenso em agua
ultrapura gelada. A coleta da pegonha foi realizada durante um periodo de 6 meses (sem
substitui¢do dos animais). Apos a coleta, a peconha foi centrifugada por 10 min a 10.000
g e 4 °C. O sobrenadante foi coletado, liofilizado e armazenado a -20°C. Para fins de

teste, o pool de pegonha foi solubilizada em PBS (pH 7,4).
2.7. Quantificagdo de proteinas totais e SDS-PAGE da pegonha

A concentracao total de proteinas da pegonha foi determinada utilizando o kit
Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, MA, EUA), seguindo as instru¢des do
fabricante. A amostra foi analisada em quadruplicata, com albumina sérica bovina

utilizada para criar a curva padrao.

O perfil eletroforético proteico da peconha foi obtido por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecilsulfato de s6dio (SDS-PAGE) com géis de poliacrilamida
15% (Laemmli, 1970) sob condi¢gdes redutoras (Tris-HCI 1,5 M, 10% v/v glicerol, 10%
glicerol v/v B-mercaptoetanol, 2% p/v SDS e 0,05% p/v azul de bromofenol, pH 8§,8)
usando o Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad®, CA, EUA). TstiV (240 pg, 30 uL) foi

incubado com tampao Laemmli a 100°C durante 8 minutos. Posteriormente, o gel foi
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submetido a eletroforese a 100 V e 20 mA durante 1 hora e 30 minutos. O gel foi entdo
corado com Coomassie G-250. A massa molecular relativa das proteinas foi comparada
com o peso molecular comercial PageRuler® Prestained Protein Ladder, 10 a 180 kDa

(Thermo Scientific, MA, EUA).
2.8. Atividade antiescorpiodnica in vitro do latex
2.8.1. Inibicao da atividade da hialuronidase

A atividade hialuronidase da pegonha de 7. stigmurus (TstiV) foi determinada
turbidimetricamente utilizando acido hialuronico como substrato, conforme descrito
anteriormente (Venancio et al., 2013; Guerra-Duarte et al., 2019). Inicialmente, foi
determinada a concentragdo minima (0,54 — 70 pg) de TstiV capaz de hidrolisar
completamente todo o acido hialurdnico (0,5 mg/mL) (dados ndo mostrados). Para o
ensaio de inibi¢do da hialuronidase, 2,18 ng/50 uL de TstiV foram incubados com 50 pL
de diferentes propor¢des de JmLa nas proporgdes de 1:0,78, 1:1,56, 1:3,12, 1:6,25, 1:12,5,
1:25 e 1:50 (pegonha: latex, m/m) (100 puL de volume total) por 30 minutos a 37 °C. Apds
o periodo de incubagdo, uma aliquota de 70 puL de cada amostra foi retirada e misturada
com 30 pL de acido hialurénico para perfazer um volume final de 100 pL. A mistura foi
entdo incubada durante 1 h a 37°C. O acido hialurénico em PBS (pH 7,4) serviu como
branco (acido hialurdnico intacto), enquanto o TstiV com acido hialuroénico serviu como
controle positivo (representando 100% de atividade de hialuronidase). A reacdo
enzimatica foi interrompida pela adi¢do de 200 puL de brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB) a 2,5% em NaOH a 2%. As leituras de absorvancia foram realizadas a 405 nm
utilizando um leitor de microplacas (xMark™, Bio-Rad®, CA, EUA). Os resultados
foram expressos como% de atividade da hialuronidase, relatados como média + desvio

padrdo (DP). Todos os ensaios foram realizados em quadruplicado.
2.8.2. Inibicao da atividade fibrinogenolitica

A 1nibicao do fibrinogenolitico foi avaliada seguindo o protocolo descrito por
Carmo et al. (2014). TstiV (60 pg/30 pL) foi incubado com 30 pL de diferentes
propor¢des de JmLa nas proporgdes de 1:0,78, 1:1,56, 1:3,12, 1:6,25, 1:12,5, 1:25 ¢ 1:50
(peconha: latex, m/m) durante 30 min a 37 °C. Aliquotas (50 pL) foram entdo incubadas
com 2 mg/mL (dissolvidos em solucdo contendo 10% de citrato de sddio e 15% de NaCl)

por 4 horas a 37 °C. Apo6s o periodo de incubagdo, a reacdo enzimatica foi interrompida
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pela adi¢ao de tampao Laemmli e aquecimento a 100°C por 5 minutos. O fibrinogénio
em PBS (pH 7,4) serviu como controle (fibrinogénio intacto), enquanto o TstiV com
fibrinogénio serviu como controle positivo (representando 100% de atividade
fibrinogenolitica). Os produtos da reagdo foram analisados por SDS-PAGE utilizando
géis a 12,5% a uma corrente constante de 20 mA durante 2 h. Posteriormente, os géis
foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250 e analisados por densitografia. As
imagens do gel foram capturadas utilizando o sistema Gel Doc EZ (Bio-Rad®, CA, EUA)

e analisadas com o software Image Lab versao 4.
2.8.3. Interacao entre pegonha e latex em SDS-PAGE

As interagdes entre as proteinas TstiV e o latex de J. mutabilis foram avaliadas
por SDS-PAGE utilizando géis a 15% conforme descrito por Moura et al. (2018). Para o
ensaio, diferentes propor¢des de JmLa 1:0,78, 1:1,56, 1:3,125, 1:6,25 (peconha: latex,
m/m) foram incubadas com TstiV (240 pg/mL) por 30 min a 37 °C. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 6.000 rpm por 10 s e o sobrenadante foi coletado. O
sobrenadante foi entdo submetido a desnaturagao em tampao Laemmli (Tris-HCI 1,5 M,
10% v/v de glicerol, 10% v/v de B-mercaptoetanol, 2% p/v de SDS e 0,05% p/v de azul
de bromofenol, pH 8.8) e aquecido a 100°C durante 5 minutos. TstiV (240 pg/mL) e
JmLa (1,5 mg/mL), ambos em PBS (pH 7,4), foram utilizados como controles. As
amostras foram entdo analisadas por SDS-PAGE utilizando géis a 15% a uma corrente
constante de 20 mA durante 1 h e 30 min. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue G-250 e analisados por densitografia. As imagens do gel foram capturadas
utilizando o sistema Gel Doc EZ (Bio-Rad®, CA, EUA) e analisadas com o software

Image Lab versao 4.
2.8.4. Interacdo entre pegonha e latex no espectro UV-VIS

As interagdes entre os componentes do TstiV e o latex de J. mutabilis foram
observadas por espectrofotometria UV-Vis (Srinivasa et al., 2014). TstiV (0,8 mg/mL)
foi incubado a 37°C por 30 min com proporcdes crescentes de JmLa (1:0,78, 1:1,56,
1:3,125, 1:6,25, 1:12,5, 1:25) (peconha: latex, m/m). TstiV (0,8 mg/ml) e diferentes
concentragdes de JmLA (0,62, 1,25, 2,5, 5, 10 e 20 mg/ml), todos diluidos em PBS (7,4
pH), foram utilizados como brancos de absorbancia. Em seguida, os espectros UV-Vis

das amostras foram obtidos por varredura de comprimentos de onda entre 190 e 320 nm.
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2.9. Atividade antiescorpidnica in vivo do latex
2.9.1 Protocolo de tratamento e doses administradas

Os animais foram divididos em grupos (n=6/grupo) para serem submetidos a trés
diferentes protocolos de tratamento: 1) pré-incubados: o TstiV foi pré-incubado com
JmLa nas propor¢des de 1:0,78, 1:6,25 e 1:50 (peconha: latex, m/m) por 30 minutos a 37
°C. Apds a incubagdo, 50 pL. das amostras foram injetadas na pata traseira direita dos
camundongos; 2) pré-tratamento: os camundongos foram pré-tratados por via oral (v.0)
com JmLa nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, uma hora antes da inoculagao de TstiV (3
ng/50 uL) na pata traseira direita; 3) pds-tratamento: camundongos foram inoculados com
TstiV (3 ng/50 ul) na pata traseira direita e imediatamente tratados com JmLa nas doses
de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0.). Em todos os protocolos de tratamento, os camundogos
receberam 50 pL de PBS (pH 7.4) na pata traseira esquerda como controle de volume.
Camundongos inoculados com TstiV (3 ng/50 plL) na pata traseira direita e tratados

oralmente com PBS foram utilizados como controle para a atividade da pegonha.
2.9.2 Inibicao da atividade nociceptiva

A nocicepg¢ao induzida pelo TstiV foi avaliada medindo-se o tempo gasto pelos
animais lambendo as patas, seguindo protocolo descrito na literatura com adaptagdes
(Nascimento et al., 2005). Os camundongos foram inoculados com TstiV e tratados
conforme descrito em 2.9.1. Imediatamente ap6s a inoculagdo, os animais foram
transferidos para uma camara de observacao (gaiola de acrilico 15 x 15 x 20 cm equipada
com espelho de 45° abaixo da base) e observados por 30 minutos. O(s) tempo(s) que os
animais passaram lambendo, mordendo, tremendo ou protegendo a pata injetada foram

registrados e expresso como média + desvio padrao.
2.9.3 Inibigao da atividade edematogénica

A atividade edematogénica da peconha de 7. stigmurus (TstiV) foi avaliada
utilizando o modelo de edema de pata, conforme descrito anteriormente na literatura com
adaptacdes (Severino et al., 2008; Santos-da-Silva et al., 2017). Os camudongos foram

inoculados com TstiV e tratados conforme descrito em 2.9.1.

Imediatamente apos a inoculagdo, os animais foram transferidos para uma camara

de observagao (gaiola de acrilico 15 x 15 x 20 cm equipada com espelho de 45° abaixo
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da base) e observados por 30 minutos. O(s) tempo(s) que os animais passaram lambendo,
mordendo, tremendo ou protegendo a pata injetada foi registrado e expresso como média
+ desvio padrdo. O inchago da pata foi medido 0,5, 1, 2, 3 e 4 horas apds a inoculacao
usando um micrometro eletronico digital (0 — 25 mm, resolu¢ao 0,001 mm). A diferenca
entre as patas traseiras direita e esquerda expressou o aumento do volume (mm), relatado
como média + desvio padrdo. Além disso, a area sob a curva (AUC) de 0,5 a 4 horas

(AUC 0,5-4h) foi calculada utilizando a regra trapezoidal.
2.10. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software Prism® versao 8.4.3 (GraphPad,
CA, EUA). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste ANOVA
unidirecional ou ANOVA bidirectional, seguida de pos-teste de Tukey-Kramer. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrao (DP), e a significancia estatistica

considerada quando p < 0,05%*.

3. Resultados
3.1. Perfil fitoquimico de JmLa

O perfil fitoquimico qualitativo do latex de Jatropha mutabilis (JmLa) foi
analisado por HPLC-ESI-QToF-MS em modo positivo. A Figura 2 mostra o
Cromatograma de Pico Base (BPC) de JmLa, onde 75 compostos foram supostamente
identificados com base em pesos moleculares precisos e dados de literatura para a familia
e género botanico. A Tabela S1 (Material Suplementar) lista o tempo de retengdo, m/z,
formula quimica, classe de compostos e identificagdes putativas de 75 compostos. Entre
os compostos identificados estavam compostos fendlicos, incluindo flavonéides, bem
como terpenoides, alcaldides, peptideos ciclicos e glicosideos cardiacos. O pico de maior
intensidade (Figura 2, 53-58) continha peptideos ciclicos (orbitideos) e glicosideos

megastigmano do tipo oblongionosideo.

53



Figura 2. Perfil cromatografico do latex de Jatropha mutabilis obtido por analise HPLC-
ESI-QToF.
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3.2. Capacidade antioxidante de JmLa

Diferentes ensaios foram realizados para determinar a atividade antioxidante do
JmLa. O resultado da capacidade antioxidante total de reducdo do fosfomolibdénio
apresentou valor de Clso de 307,93 + 39,28 pg/mL. A atividade sequestradora de radicais
DPPH+ apresentou um valor de Clso de 43,66 = 1,26 ug/mL. A eliminagdo do radical
ABTS+ apresentou valor de Clso de 842,32 + 50,25 ug/mL. Enquanto os valores de Clso
dos padrdes para os respectivos ensaios foram 500,00 = 0,00 pg/mL, 14,74 + 0,63 ug/mL
e 140,91 £ 15,69 pg/mL.

3.3. Toxicidade oral aguda

Camundongos administrados com JmLa na dose de 2.000 mg/kg (v.0.) ndo
apresentaram mortalidade ou quaisquer sinais de toxicidade, incluindo alteragdes
comportamentais. Este resultado indica que a dose letal para 50% dos animais (DLso) esta
acima de 2.000 mg/kg. Com base no teste de toxicidade aguda, trés doses (50, 100 e 200

mg/kg) foram selecionadas para os estudos farmacologicos subsequentes.
3.4. Quantificagdo de proteinas da peconha e SDS-PAGE

A quantificacdo de proteinas revelou que cada Img de TstiV continha
aproximadamente 233,86 pg de proteinas, correspondendo a cerca de 23% (m/m). O perfil
eletroforético proteico obtido por SDS-PAGE exibiu bandas variando de 153 a 27 kDa
(Figura 3). As bandas com maior intensidade no TstiV corresponderam a proteinas de

médio peso molecular entre 30 e 45 kDa.
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Figura 3. Analise SDS-PAGE (15%) da peconha de 7. stigmurus (TstiV). Na pista 1:
Marcador de peso molecular (180, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25 e 15 kDa,
respectivamente). Na pista 2: TstiV (153, 129, 71,3, 60,9, 45,7, 37,3, 35,4, 31, 27,5 kDa,
respectivamente).
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3.5. Inibigdo da atividade da hialuronidase

O ensaio turbidimétrico foi empregado para determinar a atividade da
hialuronidase, com base na degradagdo enzimatica do acido hialurénico. De acordo com
testes anteriores (dados ndo mostrados), 2,18 pg/50 pL de TstiV foram capazes de
degradar 100% do acido hialurénico. A capacidade de consumir 100% do substrato serviu
de controle para a peconha de 7. stigmurus (TstiV). Varias proporgdes de latex de J.
mutabilis (JmLa) foram entdo utilizadas para avaliar o seu potencial para inibir a atividade
da hialuronidase. JmLa inibiu a atividade da hialuronidase do TstiV de maneira
dependente da concentragdo, reduzindo a atividade da hialuronidase em mais de 50%,
mesmo na propor¢ao mais baixa de 1: 0,78 (pegonha: latex, m/m). Em propor¢des mais
altas (1:25 e 1:50, peconha: latex, m/m), JmLa inibiu completamente a capacidade da

peconha de hidrolisar o &cido hialurdnico (Figura 4).
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Figura 4. Inibicao da atividade da hialuronidase da peconha de 7. stigmurus (TstiV) pelo
latex de J. mutabilis (JmLa). O TstiV foi incubado sozinho (controle TstiV) ou com
diferentes propor¢des de JmLa (peconha:latex, m/m) por 30 min a 37°C. Dados expressos
como média + desvio padrao (DP) (n = 4). Letras minusculas diferentes significam
diferengas estatisticas em relagdo ao controle negativo. ANOV A unidirecional seguida de
teste de Tukey. (p < 0,05).
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3.6. Inibicdo da atividade fibrinogenolitica

A pecgonha de T. stigmurus (TstiV) foi capaz de hidrolisar as cadeias a e B do
fibrinogénio bovino apos 4 horas a 37 °C, conforme observado por densitografia. Como
mostrado na Figura 5A, a presenca de JmLa inibiu a degradacdo da cadeia B a partir da
proporgao de 1:1,56 (pista 4). Em proporc¢des mais elevadas (pistas 5 e 6), a degradacao
de ambas as cadeias a e [ foi inibida. Na Figura 5B, a analise densitografica revela
alteragcdes nas conformagdes dos picos entre as amostras, correspondentes as alteragdes

causadas pelo TstiV, incluindo a presenca de fibrinopeptideos de degradagao.
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Figura 5. Inibi¢ao da atividade fibrinogenolitica da peconha de 7. stigmurus (TstiV) pelo
latex de J. mutabilis (JmLa) por SDS-PAGE, 12,5%. (A) anélise SDS-PAGE da atividade
fibrinogenolitica do TstiV. 1- Fib representa o perfil de fibrinogénio. 2- Fib + TstiV
representa a atividade fibrinogenolitica do TstiV. 3 a 6- TstiV + JmLa (m/m) 1:0,78,
1:1,56, 1:3,125 e 1:6,25, respectivamente (B) andalise densitografica do gel SDS-PAGE
demonstrada em A.
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3.7. Interagdo entre pegonha e latex em SDS-PAGE

A interacdo entre o latex de J. mutabilis (JmLa) e a peconha de 7. stigmurus
(TstiV) foi analisada por SDS-PAGE. O perfil eletroforético do TstiV, na auséncia de
JmLa, apresentou bandas variando de 153 a 27 kDa (Figura 6A, pista 2). Quando o TstiV
foi pré-incubado com diferentes propor¢des de JmLa (pegonha:latex, m/m), o perfil
mudou e as bandas proteicas estavam ausentes em todas as proporgdes testadas (Figura
6A, pistas 3-6). Nenhuma banda de proteina foi detectada na analise JmLa em PBS
(Figura 6A, pista 7). A analise densitométrica confirmou as observagdes dos géis (Figura

6B).
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Figura 6. Interacdo entre o latex de J. mutabilis (JmLa) e a peconha de 7. stigmurus
(TstiV). (A) analise SDS-PAGE 15% de TstiV e JmLa. 1- PM: Peso Molecular, 2- TstiV
240 pg, 3 a 6-TstiV + JmLa (m/m) 1:0,78, 1:1,56, 1:3,125 e 1:6,25, respectivamente, 7-
JmLa 1,5 mg. (B) andlise densitografica do gel SDS-PAGE demonstrada em A.
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3.8. Interagdo entre peconha e latex no espectro UV-VIS

O método espectrofotométrico UV-VIS foi utilizado para examinar o perfil de
absorbancia e detectar potenciais interagdes entre os componentes da pegonha de T.
stigmurus (TstiV) e o latex de J. mutabilis (JmLa), com foco nas alteracdes de
absorbancia na faixa de 190 — 320 nm (Figura 7). Os comprimentos de onda maximos de
absor¢do para TstiV foram medidos em 225 nm e 280 nm, enquanto para JmLa foram
observados em 240 nm e 280 nm quando analisados separadamente.

O ensaio demonstrou uma interacdo entre TstiV e JmLa, evidenciada por
alteracdes nos padrdes de absor¢cdo em comparagdo com os compostos individuais. As
altera¢des mais significativas ocorreram na faixa de concentracdo de 0,62 — 2,5 mg/mL

de JmLa, correspondendo as proporgdes de 1:0,78, 1:1,56 e 1:3,125 (pegonha: latex,
m/m).
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Figura 7. Interagdo entre a pegonha de 7. stigmurus (TstiV) e latex de J. mutabilis (JmLa) analisado em UV-VIS. TstiV 0,8 mg/ml foi incubado
com diferentes propor¢des de latex (m/m) durante 30 min a 37°C e analisado no espectro UV-VIS. Controles apenas para espectros da peconha
(0,8 mg/ml) e diferentes concentragdes de latex (0,62, 1,25, 2,5, 5, 10 e 20 mg/ml) também foram analisados.
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3.9. Inibi¢ao da nocicepgao induzida pela pegonha

A resposta nociceptiva induzida por uma tnica injecao da peconha de 7. stigmurus
(TstiV) foi avaliada 30 minutos, imediatamente apos o envenenamento, avaliando o
tempo (em segundos) que os camundongos passaram lambendo as patas. No protocolo
pré-incubado (Figura 8A), os resultados demonstram reducao significativa no tempo de
lambedura da pata em relagdo ao grupo controle (TstiV), com as concentracdes de 1:6,25
e 1:50, nas propor¢des 19,2% e 56,5%, respectivamente. Tanto no protocolo pré-
tratamento quanto no pods-tratamento, foram observadas respostas semelhantes. No
protocolo de pré-tratamento (Figura 8B), doses de 50, 100 ¢ 200 mg/kg de JmLa
reduziram o tempo de lambida em 38,6%, 45,7% e 46,0%, respectivamente. No protocolo
pos-tratamento (Figura 8C), doses de 50, 100 e 200 mg/kg reduziram o tempo de lambida
em 28,6%, 33,7% e 36,2%, respectivamente.
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Figura 8. Inibicdo da atividade nociceptiva da peconha de 7. stigmurus (TstiV) pelo latex de J. mutabilis (JmLa) em protocolos de pré-incubagdo
(A), pré-tratamento (B) e pos-tratamento (C). Letras minasculas diferentes significam diferengas estatisticas (p < 0,05) quando comparado ao grupo
controle TstiV na ANOVA two-way seguida do pos-teste Tukey. Dados expressos como média + desvio padrdao (DP) (n = 6/grupo).
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3.10. Inibicao da atividade edematogénica

A atividade edematogénica induzida por injecao tinica da peconha de 7. stigmurus
(TstiV) foi avaliada em intervalo de 0,5 a 4 horas ap6s o envenenamento. Os resultados
demonstram que no protocolo pré-incubado (Figura 9A), o JmLa reduziu o edema de pata
até a segunda hora nas proporcoes de 1:6,25 e 1:50. Nessas proporcdes, a AUC foi
reduzida em 42,3% e 50%, respectivamente (Figura 9B). Porém, na proporcao inferior
(1:0,78) nenhum efeito foi observado. Tanto nos protocolos pré-tratamento como pos-
tratamento, foram observados efeitos semelhantes sem uma relagdo dose-resposta clara.
No protocolo de pré-tratamento (Figura 9C), doses de 50, 100 e 200 mg/kg de JmLa
reduziram o edema de pata até a quarta hora apds o envenenamento. Os valores de AUC
foram reduzidos em 39,3%, 43,1% e 48,7%, respectivamente (Figura 9D). Da mesma
forma, no protocolo poés-tratamento (Figura 9E), todas as doses de JmLa também
diminuiram a resposta edematogénica até a quarta hora apds o envenenamento. No
entanto, a magnitude deste efeito foi inferior a observada no protocolo pré-tratamento. As
AUC foram reduzidas em 23,8%, 28,3% e 34,6% em doses de 50, 100 e 200 mg/kg de

JmLa, respectivamente (Figura 9F).
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Figura 9. Inibicdo da atividade edematogénica da peconha de 7. stigmurus (TstiV) pelo latex de J. mutabilis (JmLa) em protocolos de pré-
incubagdo, pré-tratamento e pos-tratamento. (A, C, E) Evolugdo temporal do edema. (B, D, F) Area sob a curva de tempo apos 4 h (AUC 0-4h).
Letras minusculas diferentes significam diferengas estatisticas (p < 0,05) quando comparado ao grupo controle (TstiV) na ANOVA two-way
seguida do pos-teste Tukey. Dados expressos como média = desvio padrao (DP) (n = 6/grupo).
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4. Discussao

O wuso de produtos naturais, incluindo plantas medicinais, para tratar
envenenamento por mordidas e picadas de animais ¢ difundido entre populagdes de
regides tropicais e subtropicais do mundo. Esta pratica foi amplamente documentada em
numerosos inquéritos etnobotanicos (Butt et al., 2015; Saraiva et al., 2015; Carrera-
Fernandez et al., 2023). Numa recente revisao sistematica de plantas medicinais utilizadas
para envenenamento, as familias botdnicas mais proeminentes com propriedades
antivenenos notaveis incluiam Asteraceae, Apocynaceae, Araceae, Fabaceae,
Euphorbiaceae, Lamiaceae, Malvaceae, Rubiaceae e Zingiberaceae (Liaqat et al., 2022).
Nesse contexto, muitas espécies pertencentes ao género Jatropha tém sido amplamente
citadas em estudos etnobotanicos para tratamento de acidentes ofidicos e de escorpides
em todo o mundo, incluindo J. gossypiifolia, J. curcas, J. glandulifera, J. elliptica, J.
molissima, J. multifida, J. podagrica e J. mutabilis (Lans et al., 2001; Albuquerque et al.,
2007; Sabandar et al., 2013; Saraiva et al., 2015; Dharmadasa et al., 2016). Dentre essas
espécies, Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. € relatada na medicina popular pelo uso de seu
latex no tratamento de envenenamentos (Albuquerque et al., 2007; Trentin et al., 2011).
Os curandeiros locais afirmam que apds uma picada de perpentes ou escorpido, a vitima
deve cortar um galho de J. mutabilis e beber seu latex. Além disso, o latex pode ser
esfregado diretamente no local da picada ou picada. No entanto, apesar desse
conhecimento tradicional, ndo foram publicados estudos sobre o efeito neutralizante do
latex de J. mutabilis contra a pegonha do escorpido Tityus stigmurus, classificado como
a espécie mais perigosa do Nordeste do Brasil. Nessa perspectiva, este estudo teve como
objetivo avaliar o perfil fitoquimico e a toxicidade oral aguda do latex de J. mutabilis
(JmLa), bem como seu potencial para neutralizar os efeitos da pegonha de Tityus

stigmurus.

Neste estudo, o perfil fitoquimico do latex de J. mutabilis sugere a presenga de
varias classes onipresentes de metabolitos secundarios, incluindo compostos fendlicos
como flavondides, bem como terpenoides, alcaldides, peptideos ciclicos e glicosideos
cardiacos. Na literatura, essas classes de metabolitos secundarios sdo bem descritas como
tendo potencial antiveneno (Mors et al., 2000; Adrido et al., 2022). Os flavondides
naturais sao bem conhecidos pela sua capacidade de inibir enzimas, incluindo toxinas da
peconha (Xue et al., 2017). Por exemplo, a quercetina e a harpalicina 2 foram descritas

como potentes inibidores da fosfolipase A2 da pegonha das serpentes Bothrops pirajai,
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Crotalus durissus terrificus, Apis mellifera, € Naja naja (Cotrim et al., 2011; Ximenes et
al., 2012), enquanto a rutina (Alves et al., 2018), narigenina (Srimathi; Sabareesh;
Gurunathan, 2022) e kaempferol (Ajisebiola; Oladele; Adeyi, 2023) demonstraram
atividade antiveneno respectivamente para as serpentes Bothrops jararacussu, Naja naja,
e Bitis arietans. Esses compostos interagem com proteinas presentes nas pegonhas,
precipitando e reduzindo o potencial de toxinas no organismo. Além disso, suas
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes podem contribuir para a redug¢do do
estresse oxidativo tecidual e celular causado pela acdo de toxinas. No entanto, os
compostos mais representativos detectados em JmLa (Figura 2, picos 53-58) foram
identificados como peptideos ciclicos (53-57): pohlianina A, pohlianina C, chevalierina
B e wholerimida A, previamente descritos no latex de Jatropha pohliana, Jatropha
chevalieri, e Jatropha integerrima, respectivamente, além de um glicosideo megastigman
do tipo oblongionosideo (58) (Auvin-Guette et al., 1999; Takeshige et al., 2012; Juca et
al., 2017). Segundo Cavalcante et al. (2020), peptideos ciclicos conhecidos como
orbitideos (peptideos vegetais que sdo ciclizados N para C e ndo contém ligagdes
dissulfeto) sao abundantes no latex de plantas pertencentes ao género Jatropha. Esses
compostos especificos ainda ndo foram relatados na literatura quanto ao seu potencial
antiveneno, sugerindo a necessidade de investigagdes adicionais sobre sua capacidade de
neutralizar as toxinas da peconha. No entanto, os orbitideos demonstraram diversas
atividades biologicas interessantes, como propriedades antioxidantes, inibi¢do de
proteases (Altei et al., 2014), efeitos anti-inflamatorios, potencial neuroprotetor e
atividades hepatoprotetoras (Samra et al., 2024), que poderdo estar contribuindo com os

efeitos observados neste estudo.

A atividade antioxidante do latex foi avaliada utilizando os ensaios de eliminagao
de radicais DPPH e ABTS", bem como o ensaio de redugdo de molibdénio (VI) em
molibdénio (V). Os resultados foram significativos, consistentes com a presenca das
classes de metabdlitos descritas anteriormente. A atividade antioxidante ¢ frequentemente
investigada em estudos de plantas com propriedades antiveneno, pois o estresse oxidativo
desempenha um papel crucial na fisiopatologia do envenenamento e na ac¢do das toxinas
no organismo (Mors et al., 2000; Bouimeja et al., 2018; 2019). Os danos causados pela
peconha de escorpides, como Tityus serrulatus, podem levar a processos inflamatorios
prolongados devido a libera¢do massiva de mediadores inflamatorios, incluindo espécies

reativas de oxigénio (ROS), que podem causar danos sistémicos em camundongos
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(Maciel et al., 2014). Na peconha de Tityus stigmurus, a diversidade de moléculas
bioativas pode causar danos celulares e teciduais (Furtado et al., 2020). Este veneno
também ¢ conhecido por induzir efeitos genotoxicos e mutagénicos, como alteragcdes nas
células espermatogénicas dos tubulos seminiferos de camundongos, afetando tanto o
numero quanto a morfologia dessas células. Esses efeitos sdo atribuidos a extensa
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelo sistema imunolédgico (Silva et al.,
2019). Neste estudo, diversas classes de metabdlitos secundarios de plantas identificados
no JmLA, como compostos fenodlicos, terpenodides, esterodides e alcaldides, exibem
atividade antioxidante. Isto sugere que eles poderiam reduzir potencialmente o estresse

oxidativo causado pelo envenenamento.

Para investigar os potenciais efeitos toxicos do latex, conduzimos um teste de dose
limite em ratos de acordo com as diretrizes da OCDE e os monitoramos quanto a sinais
comportamentais de toxicidade. A auséncia de mortalidade ou sinais de intoxicacao
sugere que o latex pode ter DLso superior a 2.000 mg/kg (v.o.), indicando sua relativa
seguranca. E importante ressaltar que os testes de toxicidade sio essenciais para verificar
a seguranca biologica dos compostos (Wolff et al., 2019; Aldana-Mejia et al., 2023).
Embora muitos produtos naturais tenham efeitos terapéuticos benéficos, os seus efeitos
toxicos podem por vezes superar esses beneficios. Nossos resultados sugerem que o JmLa
pode ser considerado seguro; no entanto, mais testes, incluindo citotoxicidade, toxicidade
subaguda, cronica, subcronica, toxicidade reprodutiva e genotoxicidade, sao necessarios
em estudos futuros para investigar minuciosamente a seguranga biologica do latex de J.

mutabilis.

De maneira geral, entre os principais grupos moléculas encontradas na pegonha
de escorpides estdo mucoproteinas, inibidores de enzimas, peptideos de baixo peso
molecular, hialuronidase, fosfolipases, serino e metaloproteases, toxinas de canais i0nicos
dependentes de voltagem, neurotransmissores € aminas biogénicas (Cid-Uribe et al.,
2019; Borges et al., 2019; Borges et al. al., 2020). A a¢do téxica do envenenamento €
atribuida principalmente a agdo de enzimas e toxinas de canais idnicos dependentes de
voltagem. Estas moléculas iniciam uma cascata de reagdes bioldgicas e bioquimicas no
corpo, incluindo a libertagdo macica de neurotransmissores. Este processo leva a uma
perturbacdo da homeostase e desencadeia reagdes inflamatdrias progressivas (Petricevich

et al., 2010). Embora a composi¢do da pegonha de diferentes espécies de escorpides seja
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geralmente semelhante, variacdes podem ocorrer devido a fatores como distribuicao
geografica, sexo, idade, interagdes com presas e predadores e diferencas entre grupos
taxondmicos (Bridges et al., 1997; Pucca et al., 2014; Oliveira et al., 2018; Tobassum et
al., 2018; Solano-Godoy et al., 2021). Portanto, certas atividades biologicas podem ser
mais pronunciadas em algumas espécies de escorpides em comparagao com outras. Neste
estudo, foi detectada a acdo das enzimas hialuronidase e fibrinogenolitica no TstiV. A
hialuronidase, também conhecida como “fator de propagacdo” no envenenamento, ¢ uma
enzima crucial capaz de interagir € quebrar o acido hialurénico encontrado na matriz
extracelular, atividade intimamente associada com a resposta de dor promovida no
envenenamento. Esta acdo reduz a integridade da membrana e facilita a entrada de outras
toxinas no ambiente intracelular (Pessini et al., 2001; Jung, 2020). Além disso, a
hialuronidase contribui para o processo inflamatorio, ativando mediadores inflamatorios
nos tecidos através dos residuos de acido hialuronico. Isto destaca a importancia de
direcionar esta enzima em estudos antivenenos (Oliveira-Mendes et al., 2019). Em relatos
anteriores, hialuronidases presentes na pegonha de escorpides pertencentes ao género
Tityus, incluindo Tityus stigmurus, foram detectadas por eletroforese, com peso molecular
de aproximadamente 45 kDa (Guerra-Duarte et al., 2019). Aqui, bandas mais
significativas no SDS-PAGE detectaram proteinas com o mesmo peso molecular (Figura
3), corroborando a atividade da hialuronidase encontrada no TstiV e inibida com sucesso
pelo JmLa. Estes resultados corroboram a atividade anti-hialuronidase detectada em
diferentes extratos de Jatropha gossypiifolia (Félix-Silva et al., 2017; Batista et al., 2024).
Porém, alguns estudos sugerem que a inibicdo completa da hialuronidase pode ndo ser
suficiente para prevenir respostas sistémicas, pois a acdo da peconha envolve a
participacao de diversas outras toxinas nesse processo (Félix-Silva et al., 2017).

Desta maneira, o estudo com a investigagdo da atividade detectada aqui foi a
fibrinogenolitica, que ja foi identificada entre os componentes da peconha de 7. stigmurus
(Almeida et al., 2012; Silva et al., 2016), atribuida a acdo de metaloproteases (Oliveira et
al., 2022). O ensaio demonstrou que o TstiV era capaz de clivar as cadeias a e B do
fibrinogénio, semelhante aos achados com as peconhas de 7. serrulatus (Carmo et al.,
2014) e T. discrepans (Brazonm et al., 2014). Estas proteases atuam principalmente na
matriz extracelular, exacerbando processos inflamatérios, oxidativos e dor. Através da
hidrolise das cadeias a e B do fibrinogénio, essas proteases potencializam os efeitos
anticoagulantes e hemorragicos, formando coagulos de fibrina fracos e incoagulaveis e

induzindo hipofibrinogenemia (Girén et al., 2013; Cavalcante et al., 2022). O latex de
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Jatropha mutabilis foi capaz de inibir a ag¢ao fibrinogenolitica da peconha de 7. stigmurus.
Atividade semelhante foi observada no extrato aquoso das folhas de Jatropha
gossypiifolia, que inibiu a agdo fibrinogenolitica da pegonha de Bothrops jararaca (Félix-
Silva et al., 2014). Este efeito sugere um papel potencial do JmLa na reducdo da
incoagulabilidade sanguinea induzida pela pegonha e merece uma investigagdo mais
aprofundada.

Além disso, avaliamos a capacidade do JmLa de interagir diretamente com a
peconha usando espectrofotometria SDS-PAGE e UV-VIS. Nossos resultados mostraram
que o latex interagiu com proteinas de varios pesos moleculares. Achados semelhantes
foram relatados para extratos de Plathymenia reticulata Benth. (Fabaceae) e Aniba
fragrans Ducke (Lauraceae) quando incubadas com pegonha de Bothrops atrox (Moura
et al., 2016; Moura et al., 2018). O potencial dos extratos vegetais para interagir com
peconhas animais ¢ atribuido a metabolitos secundérios, como polifendis, geralmente
taninos e flavonoides. Esses metabolitos interagem diretamente com as proteinas,
causando precipitagdo e formando complexos insoluveis que impedem a penetragdo das
proteinas no gel, alterando sua estrutura e propriedades biolodgicas. Eles também podem
quelar ions metalicos essenciais para a func¢do de algumas proteinas, como as
metaloproteinases, que sdo cruciais para atuar nas estruturas da membrana celular (Mubhit
et al., 2016; Moura et al., 2016; Guimaraes et al., 2020; Nascimento et al., 2021). No
ensaio espectrométrico UV-VIS, essa interacdo também foi observada através de
alteragdes no perfil de absor¢ao de luz. Os resultados mostram variagdes na absorbancia
nas menores concentracdes de latex incubadas com a peconha. Em contraste, nas
concentragdes mais elevadas testadas, as variagdes diminuem e o padrao de absorbancia
assemelha-se ao do latex em andlise independente. Essas mudancas nos padrdes de
absorbancia as amostras testes que passaram a apresentar padrdes cada vez mais
semelhantes aos padroes do controle do latex podem ser interpretadas como a
complexac¢do de moléculas durante o processo de interagao entre os compostos (Srinivasa
et al., 2014; Hingane et al., 2018).

Os sintomas causados pelo envenenamento por escorpido podem variar
dependendo de fatores como o quadro clinico do paciente, a quantidade de pegonha
injetada e a espécie de escorpido responsavel pela picada (Brasil, 2009). Porém, alguns
sintomas sao comuns a todas as espécies de escorpides, como formagado de edema no local
da picada e dor intensa e imediata (Petricevich, 2010). Aqui, os sintomas de edema e dor

foram avaliados usando trés protocolos de tratamento in vivo diferentes. O protocolo de
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pré-incubacao (incubagdo da peconha com diversas proporcdes de latex a 37°C por 30
minutos antes da inje¢@o) € crucial para avaliar a capacidade do latex de interagir com os
componentes da peconha e seu impacto nos sintomas pds-injecdo. O protocolo de pré-
tratamento (administracdo de latex antes da injecdo da pegonha) ajuda a especular a
biodisponibilidade do composto em circulagdo durante o processo de envenenamento. O
protocolo pos-tratamento (administracdo de latex imediatamente apos a inje¢do da
peconha) simula o uso terapéutico com antiveneno comercial, normalmente administrado
assim que o envenenamento tiver comec¢ado no sistema. Moura et al. (2014) discutem a
potencial superestimagao em estudos de antivenenos ao relatar a eficacia de extratos de
plantas com base apenas em testes em protocolos de pré-incubagdo. Por esse motivo, o
estudo também incluiu protocolos de pré e pds-tratamento, simulando o uso tradicional
do tratamento com latex e soroterapia.

A nocicepgdo induzida pela pegonha de 7. stigmurus foi avaliada medindo o
tempo que os camundongos passaram lambendo a pata onde a peconha foi injetada,
enquanto o edema foi avaliado medindo o volume das patas dos camundongos. Em ambos
0s ensaios, concentracdes ou doses mais elevadas do tratamento foram mais eficazes na
inibi¢cdo da dor e do edema, embora ndo tenha sido observada uma relagdo dose-resposta
clara em nenhum dos casos. Esses resultados sdo consistentes com os resultados dos testes
in vitro de hialuronidase e inibi¢ao fibrinogenolitica, onde propor¢des mais elevadas de
latex foram capazes de inibir completamente os efeitos induzidos pela pegonha. No
protocolo pods-tratamento, a capacidade de neutralizagdo foi reduzida, possivelmente
devido a fatores farmacocinéticos como tempos de absorcao e distribui¢ao, pois a peconha
atua rapidamente no organismo. O mecanismo de dor induzido pela peconha de escorpiao,
por exemplo, ¢ causado principalmente pela agdo de aminas biogénicas como a histamina,
bem como de toxinas que afetam os canais idnicos dependentes de voltagem. Essas
toxinas agem rapidamente no fluxo de ions, como sodio, potassio e calcio, nas células
excitaveis do sistema nervoso periférico, perturbando o equilibrio i6nico e causando
danos celulares. Esta perturbagdo desencadeia o recrutamento de mediadores
inflamatorios, que promovem a inflamacdo local, incluindo a formacdo de edema
(Diochot, 2021). O uso tradicional de plantas medicinais ndo visa apenas neutralizar
toxinas especificas, mas também abordar danos secundérios que podem agravar o quadro
clinico dos individuos, como o prolongamento do processo inflamatério, enquanto a
soroterapia antiveneno convencional normalmente se concentra em neutralizar as toxinas

presentes na circulacao sistémica do individuo (Nath; Mukherjee, 2023). Dessa forma, a
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capacidade anti-inflamatéria de compostos vegetais como os peptideos ciclicos e
glicosideos (Noh et al., 2015; Samra et al., 2024) aqui identificados como componentes
majoritarios no latex de Jatropha mutabilis (JmLa) podem ter contribuido para controlar
os efeitos sistémicos da intoxicagdo (ndo avaliados neste estudo) ou limitar a persisténcia
do processo inflamatorio, e assim reduzir os sintomas nos testes de dor e formacao de
edema. Ainda assim, sugerimos que ainda s3o necessarios mais estudos sobre estes
compostos isolados e agdo direta sobre as toxinas da peconha.

As atividades aqui identificadas contribuem para afirmar a utilizacdo de produtos
naturais, como o latex Jatropha mutabilis, no tratamento de envenenamentos por animais
peconhentos, como os escorpides. Nesta perspectiva, os ensaios pré-clinicos
desempenham um papel crucial na avaliagdo do potencial do latex como agente
antiveneno. A importancia dos estudos pré-clinicos reside na sua capacidade de fornecer
dados fundamentais sobre seguranca e eficidcia antes de avangar para ensaios em
humanos, inicialmente através da identificagcdo de compostos ativos que possam ter
propriedades antiveneno (Challal et al., 2023). Em seguida, modelos animais e sistemas
in vitro sdo utilizados para avaliar a capacidade do latex de neutralizar eficazmente o
veneno. Esses estudos ajudam a determinar o potencial terapéutico do latex e a identificar
possiveis mecanismos farmacoldgicos de acao (Atanasov et al., 2021). Além disso, a
seguranca ¢ uma preocupacgao primordial e os estudos de toxicidade sdo essenciais para
garantir que o latex ndo produz efeitos adversos no organismo. Em resumo, os dados aqui
apresentados corroboram o uso do latex de Jatropha mutabilis como antiveneno, langando
as bases para futuras investigagdes de toxicidade, possiveis aplicagdes clinicas e
oferecendo uma alternativa promissora para o tratamento de envenenamentos por animais

peconhentos.

5. Conclusao

Nossos resultados fornecem suporte cientifico para o uso tradicional do latex de
Jatropha mutabilis no tratamento de envenenamento por escorpides no Nordeste do
Brasil pela primeira vez. Além de ser seguro para administragdo via oral e ndo apresentar
toxicidade aguda em camundongos, o latex exibiu uma grande variedade de
constituintes fitoquimicos, incluindo flavondides, terpenoides, alcaldides, peptideos
ciclicos e glicosideos. Esses compostos demonstraram a capacidade de neutralizar
atividades enzimaticas, bem como os efeitos nociceptivos e edematogénicos da pegonha

de Tityus stigmurus. Estudos futuros
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deverdo focar no isolamento desses compostos bioativos com efeitos antiveneno, que
poderiam servir como alternativa complementar no tratamento de vitimas de

escorpionismo.
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4 CONCLUSOES

e A fitoquimica do latex de J. mutabilis demonstrou uma diversidade de classes de
moléculas bioativas, dentre elas, peptideos ciclicos, glicosideos, flavonodides,
alcaloides e terpenoides;

e O latex de J. mutabilis ndo apresentou sinais de toxicidade aguda em
camundongos na dose de 2,000 mg/kg administrado via oral;

o O latex de J. mutabilis inibiu em 100% as atividades enzimaticas da pe¢onha de
T. stigmurus nos ensaios in vitro ¢ demonstrou capacidade de interagdo com os
compostos da peconha em SDS-PAGE e UV-VIS;

e O latex de J. mutabilis apresentou capacidade antiveneno in vivo, reduzindo os
sintomas locais induzidos pelo envenenamento da pegonha de 7. stigmurus nos

camundongos.
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ANEXOS

1. Autorizagdo da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) — UFPE.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Ay Prof Nelson Chaves s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil

Fones: 2126 8842
ceua@ufpe.br

\N
Oficio n® 66/23

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof . Rafael Matos Ximenes

Departamento de Antibioticos/CB

Processo n?101/2022

Recife, 01 de setembro de 2023

Certificamos que a proposta intitulada “Estudo do potencial
antiescorpionicode Jatropha mutabilis (Pohl) Baill (Euphorbiaceae) no
envenenamento experimental induzido pela peconha de Tityus stigmurus
(Thorell, 1876 ) (Scorpiones: Buthidae)”. Registrado como n%101/2022 sob a
Responsabilidade do Prof., Rafael Matos Ximenes Que envolve a produgao,
manutengao ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reuniao de
29/08/2023

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao 01/11/2023 a 31/12/2024
Espécie/linhagem/raca Mus musculus, linhagem Swiss

(camundongos heterogénicos)

N2 de animais 103 animais

Peso/ldade 25 a 35 g/ 60 dias

Sexo Machos (88) Femea (15)

Origem: Biotério de Criagao Biotério de Criagé@o do Departamento de
Antibiéticos

Destino: Biotério de Experimentacao Biotério de Experimentag¢éo do
Departamento de Antibidticos — UFPE

Atenciosamente
AN

Prof Sebastido R. F. Silva
-Presidente CEUA/UFPE

” SIAPE 2345691
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2. Autoriza¢do do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade —

ICMBio.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
p Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Icmid Sistema de Autorizagdo e Informagado em Biodiversidade - SISBIO

MMA
Autorizagido para atividades com finalidade cientifica
Numero: 63945-5 | Data da Emiss3o: 17/11/2022 16:51:01 | Data da Revalidagao*: 01/03/2023

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas a ap do relatorio de por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissio.

iy 3 ser revalidad 1 ¢ di 4. ividades a ser oy

Dados do titular

Nome: René Duarte Martins ]CPF: 024.774.134-57

Titulo do Projeto: Estudo de comportamento, pegonha e efeitos biologicos da pegonha de escorpides brasileiros

Cronograma de atividades

# |Descrigao da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | Experimentac3o efeitos biologicos 07/2021 05/2023

2 |Extrag3o da pegonha 07/2021 05/2023

3 | Experimentos portamentais e ecologi 07/2021 05/2023

4 |Coleta dos animais 05/2021 05/2022

Equipe

# |Nome Fungio CPF Nacionalidade

1 | Meykson Alexandre da Silva Pesquisador/ Pés-graduando 111.545.074-07 Brasileira

2 |Rafael Matos Ximenes Colaborador 046.795.254-01 Brasileira

3 | Nelson Correia de Lima Junior Colaborador 087.171.304-31 Brasileira

4 | Jose Rivaldo de Lima Pesquisador 113.873.064-56 Brasileira

5 |Felipe Santana de Souza Iniciagdc Cientifica: manuseio; 111.005.144-14 Brasileira
manutencio e extracdo

6 | Stenio ltalo Araujo Foerster Colaborador 082.254.004-84 Brasileira

7 |RENATA DOS SANTOS MELO estagiaria pibic 711.721.004-46 Brasileira

8 |JOAO VITOR PEREIRA DA SILVA estagidrio 704.717.384-30 Brasileira

Observacoes e ressalvas

1 | Deve-sz cosenvar as as recomendagdes de prevencdo contra 3 COVID-19 das autorioades sanianas locals € das Unidades oe Cor 30 3 serem

2 | Esta auorzagio NAC Ioera o uso da substancia com p elou eNAQ exmez op thular e os 02 5U3 EqQUpe 03 NECESEIa0E 02 atender
35 SXgENCi3s & 0DIEr 35 Awtorzagdes previstas Sm outros INsruMEntos legas reiativos 30 registro 02 agrolicos (Lel n° 7.502, de 11 0 julho de 1939, Decreto n° 4074, g2 4 d2
Janeiro de 2002, enfra outros).

3 | =sta aumorzagio NAD 10213 0 LSO 03 SUBSEANCA com porncial elou eNAQexmeop thular 2 os 02 5U3 equipe 0a necessidace o2 atender
35 209 £ 00ter 35 pdes previstas =m outros INstrumEntos |Egas reativos 30 regisiro 02 3grodxicos (Lel n° 7.502. de 11 02 julho de 1939, Decreo n° 4.074, de 4 o2
Janeiro de 2002, entre outros)

4 | Otnular de auorzagdo ou ge licenca pemMmanente, 358IM COMO 06 MEMDIDS 08 SU3 EQUIPS, QUANTo da violago da legisiag3o vigents, ou quando da Nadequagdo, omiss3o ou
353 cdode o que E 30 00 3tD, pooera, decisio L tera 30 ou licenca OU rEv0gaca pelo
ICNISI0, Nos temmos da legislagso brasieira em vigar.

S | As atvidades de campo exercicas por p25s03 NN ou Juridica estrangeira, em 1000 0 temttono naciondl, que Impiguem o 02 FECUrS0S & matenals, 1endo por objeto
coletar dados, matenals, 25pEcimes biologicos & minerds, pagas Ntegrantss da cultura NSTVa @ Culiura popular, presents € Passata, obtidos por MEk) OE FECUTS0S € hCnicas que se
destinem 30 estudo, 3 dfuslo ou 3 pesquisa, estlo suetas a g0 do de CencaeT g

6 | Es= cocumento somems podera ser utilizaco para o6 fins previstos Na Portara ICMBIo n® 7432022, no que S5pECica 2613 Autortzagao, NS0 podendd sar utilzaco pars fins comestials,
Industrials ou esporivos. O matenal Dioldgico coletado devera ser UiZado para Jividadas dentificas ou Ag3IC3s N0 AMDito J0 ensing Superor.
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3. Autorizagdo do Sistema nacional de gestdo do patriménio genético e do
conhecimento tradicional associado — SisGen.

Ministério do Meio Ambiente

CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n® AB87A02

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n® 8772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimdnio
genético ou conhecimento ftradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestdo
do Patrimdénic Genético € do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificacdo e ndo foi objetc de requerimentos admitidos de verificacdo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagdo ndo foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro:
Usuario:

CPFI/CNPJ:

Objeto do Acesso:
Finalidade do Acesso:
Espécie

Jatropha mutabilis
Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade:

Equipe

Rafael Matos Ximenes

Bruno de Oliveira Veras
Felipe Santana de Souza
René Duarte Martins

Envios de Amostra

Espécie:

Tipo do Patriménio Genético:
Forma do Patrimdnio Genético:

InstituicAo Destinataria:

Sede da Instituicdo Destinataria:

Data do Cadastro:
Situag@o do Cadastro:

ABBT7A02

Universidade Federal de Pernambuco

24.134.488/0001-08

Patrimonio Genético/CTA

Pesquisa

Atividades antiveneno e anti-inflamatdria do exsudato de Jatropha mutabilis
(Pohl) Baill. (Euphorbiaceae)

Jatropha mutabilis
Outra
Universidad de Sevilla

C. Prof. Garcia Gonzal

Universidade Federal de Pernambuco
Universdade Federal de Pernambuco
Universidade Federal de Pernambuco
Universidade Federal de Pernambuco

2, Sevilla, Andaluzia, 41012, Espanh

11/01/2023 17:22:06

Concluido

Conselho de Gestio do Patrimdnio Genético
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