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RESUMO

O escorpido Tityus serrulatus, espécie endémica do Brasil, é responsavel pelos
acidentes mais graves frequentemente registrados no pais, particularmente na
regido Sudeste. A principal causa de morte por este agravo € o edema pulmonar
agudo (EPA). A incidéncia desta espécie no DF tem aumentado, porém, ndo existem
registros de escorpionismo grave nesta regido. Diante disso, os objetivos do
presente trabalho foram avaliar a toxicidade da peconha de T. serrulatus do DF (TS-
DF), por meio da avaliacdo da DLsy e das alteragbes induzidas pela peconha em
camundongos; avaliar a capacidade de inducdo de EPA em ratos por meio da
relacdo entre a massa umida do pulmé&o e a massa corporea de ratos tratados e nao
tratados com peconha; avaliar a permeabilidade vascular pulmonar (PVP), utilizando
o protocolo de azul de Evans (AE); realizar analises histol6gicas do pulméo e do
coracao dos animais experimentados; e determinar as dosagens seéricas de CK e
CK-MB, além da contagem total de leucdcitos no lavado bronco-aveolar (LBA) dos
ratos. Todos esses ensaios foram também conduzidos com a peconha de T.
serrulatus de MG (TS-MG) para fins de comparacdo. A peconha de TS-DF
apresentou-se duas vezes menos téxica a camundongos (51,6 ug/kg) que a
peconha de TS-MG (26 ug/kg). Foi verificado um aumento significativo na relacao
massa Umida dos pulmdes / massa corplrea e um aumento na PVP nos ratos do
grupo TS-MG (p> 0,001) em relacdo ao controle e ao TS-DF, sendo que, entre esses
dois ultimos grupos, essas diferencas ndo foram observadas (p <0,05). As anélises
histol6gicas mostraram EPA intra-alveolar multifocal apenas em animais do grupo
TS-MG. Os tecidos cardiacos de todos os animais apresentaram-se normais. NoO
entanto, as dosagens séricas de CK e CK-MB e a quantidade de leucdcitos
encontrados no LBA foram maiores apenas nos animais do grupo TS-MG (p>0.05).
Os perfis cromatograficos obtidos para as peconhas de T. serrulatus das duas
populacdes estudadas foram qualitativamente semelhantes. Algumas diferencas
quantitativas foram observadas e podem explicar as diferencas na toxicidade e nas
atividades biologicas dessas peconhas. Assim, a peconha de TS-DF € duas vezes
menos toxica a camundongos que a peconha de TS-MG e néo é capaz de induzir
EPA em ratos, ao contrario do que é observado para a peconha de TS-MG. E

possivel que a pe¢onha de TS-DF possua uma menor quantidade de peptideos que



atuam em canais para Na“, que sdo considerados os principais responsaveis pela
maioria dos sintomas apresentados no escorpionismo. Estes resultados corroboram
com os sintomas descritos para o escorpionismo no DF causado por esta espécie de

escorpido e confirmam a variacdo na peconha das duas populacfes estudadas.

Palavras-chave: Toxicidade; Edema Pulmonar Agudo; Peconha de Escorpido; Tityus

serrulatus; Distrito Federal.



ABSTRACT

The scorpion Tityus serrulatus, endemic specie from Brazil, is responsible for the
most frequent and serious registered accidents in the country, particularly in the
Southeast, with their main cause of death being the lung edema (LE). The incidence
of this species has increased in Distrito Federal, however, it is not responsible for
severe scorpionism in this region. Therefore, the main objectives of this study were:
1) to evaluate the toxicity of the T. serrulatus venom from DF (TS-DF), by
determining the LDsp and the changes induced by the venom in mice; 2) to evaluate
the induction of LE in rats through the relationship between lung wet weight and body
mass of rats inoculated or not with venom; 3) to evaluate the pulmonary vascular
permeability (PVP) using the protocol of Evans blue (EA); 4) performing histological
analysis of lung and heart of rats; 5) to determine the serum CK and CK-MB; and 6)
counting total leukocytes in bronchoalveolar fluid of envenomed rats. All these tests
were also conducted with the T. serrulatus venom from MG (TS-MG) for comparison
purposes. The TS-DF venom was two times less toxic to mice (51.6 mg / kg) than the
TS-MG venom (26 mg / kg). There were a significant increase in the ratio of lung wet
weight / body mass and an increase in PVP in the rats in group TS-MG (p> 0.001)
compared to control and TS-DF, and, between these two groups, these differences
were not observed (p <0.05). Histological analysis showed multifocal intra-alveolar
LE only in animals of TS-MG group. Cardiac tissues of all animals were normal.
However, serum CK and CK-MB and the amount of leukocyte found in
bronchoalveolar fluid were higher only in TS-MG group (p> 0.05). The
chromatographic profiles obtained from T. serrulatus venoms of the two populations
studied were qualitatively similar. Some quantitative differences were observed and
may explain differences in toxicity and biological activities found on these venoms.
Thus, the TS-DF venom was two times less toxic to mice than the TS-MG venom and
was not able to induce LE in mice, unlike it was observed for the TS-MG venom. It's
possible that the TS-DF venom has a smaller amount of peptides that act on Na*
channels, which are considered as primarily responsible for most symptoms in the

scorpionism. These results agree with the symptoms described for the scorpionism in



the DF caused by this species and confirm the venom variation of the two
populations.

Keywords: Toxicity, Lung Edema; Scorpion Venom; Tityus serrulatus; Distrito
Federal.
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1 INTRODUCAO

1.1CLASSIFICACAO, DISTRIBUICAO GEOGRAFICA, ECOLOGIA E
BIOLOGIA DOS ESCORPIOES

Os escorpides sao considerados o0os mais antigos artrépodes terrestres
conhecidos, com registros fésseis que datam desde o periodo Siluriano. No Siluriano
e no Devoniano esses animais eram aquaticos, possuiam branquias e nao tinham
garras tarsicas. Os terrestres sO apareceram no Carbonifero superior e acredita-se

gue tenham evoluido a partir dos euripterideos (HICKMAN et al., 2004).

Gracas a sua capacidade evolutiva e adaptativa, os escorpifes sobrevivem na
superficie da Terra ao longo de aproximadamente 400 milhdes de anos, mantendo
durante todo esse tempo a sua morfologia praticamente inalterada (LOURENCO et
al., 2004).

Os escorpibes pertencem ao filo Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe
Arachinida e a ordem Scorpiones e estdo geograficamente distribuidos em todos os
continentes, exceto na Antartida, sendo mais encontrados em areas tropicais e
subtropicais e, muitas vezes, proximos a habitagbes (LOURENCO, 2001,
LOURENCO et al., 2004; BARNES, 2005).

Nas Ameéricas, ocorrem desde o oeste do Canada até a Patagbnia; na regiao
Paleartica estéo distribuidos desde a Europa Ocidental até a Russia e China. Estao
presentes em todas as zonas tropicais do mundo e, recentemente, foram
introduzidos na Nova Zelandia (LOURENCO, 1988; SISSOM, 1990; LOURENCO,
2001; LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).

Estao distribuidos em 21 familias, sendo uma delas fossil do cretaceo inferior
e sdo conhecidas cerca de 1500 espécies desses artropodes (LOURENCO &
EICKSTEDT, 2009).
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Todas as espécies de escorpides consideradas perigosas para o homem e
conhecidas como de importancia médica pertencem a familia Buthidae, amplamente
distribuida pelo mundo em todos os continentes colonizados pela ordem, além de
ser a maior em numero de géneros e espeécies, com aproximadamente 80 e 550,
respectivamente. No entanto, do total de espécies deste género apenas 25 estao
relacionadas a acidentes graves em humanos (LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).

A escorpiofauna brasileira é representada por 4 familias, 15 géneros e 86
espécies. A familia Buthidae é representada por 5 géneros: Isometrus (1 espécie),
Ananteris (9 espécies), Microtityus (1 espécie), Rhopalurus (8 espécies) e Tityus (31
espécies ou 37, considerando-se as espécies polimorficas). O ultimo género citado €
o principal responsavel pelos casos de escorpionismo grave em humanos e 0 maior
em numero de espécies (CUPO, AZEVEDO-MARQUES & HERING, 2009;
LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).

Os escorpifes sdo animais geralmente discretos e noturnos, escondendo-se
durante o dia sob troncos de arvores, pedras e fendas de rochas, buracos no solo,
entulhos, esgotos ou quaisquer locais onde exista farta alimentacdo, a qual é
composta principalmente por insetos como as baratas. No entanto, existem espécies

associadas a vegetacdo, mesmo a arvores (BARNES, 2005; MELO et al., 2004).

A maioria das espécies de escorpides € incluida na categoria de especialista,
com padrdes ecologicos e biogeograficos previsiveis e localizados; exigéncias muito
especificas tanto em relacdo ao habitat e micro-habitat, quanto em relacdo as
condigcbes do meio ambiente. Bons exemplos de escorpifes especialistas sdo as
espécies do género Rhopalurus que vivem exclusivamente em formacdes vegetais
abertas (LOURENCO E EICKSTEDT, 2009).

No entanto, uma pequena parcela do total de espécies de escorpides é
incluida na categoria de oportunista ou generalista, apresentando uma alta
plasticidade, capacidade de dispersdo e padrbes irregulares de distribuicao
geografica. Um bom exemplo de escorpido pertencente a esta categoria é a espécie
T. serrulatus, encontrada em ambientes perturbados ou modificados pela acao do
homem, principalmente em ambiente urbano (LOURENCO E EICKSTEDT, 2009).
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A reproducéo destes animais pode ser sexuada, com fecundagdo interna,
mas sem copulacdo verdadeira e, neste caso, 0 macho deposita o espermatoforo
em um substrato e conduz a fémea a este local depositado para que ocorra a
transferéncia do espermatozdide e posteriomente a fecundacédo. Este tipo de
reproducdo ocorre, por exemplo, com T. fasciolatus, que possui dimorfismo sexual.
No entanto, em T. serrulatus, a reproducéo € assexuada, por partenogénese, porém,
h& registros de machos no Estado de Minas Gerais (LOURENCO et al.,, 1996;
LOURENCO & CLOUDSLEY-THOMPSON, 1999; MELO et al., 2004).

Os escorpides sao viviparos e o periodo de gestacdo depende da espécie,
podendo variar de 2 a 18 meses e cada fémea pode gerar de 6 a 90 filhotes por
paricdo que ocorre durante todo o ano, ou sazonalmente a depender da espécie e
de sua distribuicdo geografica. Estes animais vivem até cinco anos (LOURENCO et
al., 1996; MELO et al., 2004).

Geralmente, as espécies especialistas produzem uma Unica prole apos cada
processo de inseminacdo e nao possuem nenhum mecanismo para estocagem de
esperma e, consequentemente, possuem uma reduzida densidade populacional e
disperséo de individuos (LOURENCO, 1991).

As espécies oportunistas ou generalistas apresentam curtos periodos de
desenvolvimento embrionario e pds-embrionério e costumam produzir varias proles
com uma unica inseminagdo, pois possuem mecanismos elaborados para
estocagem do esperma que servira durante toda a vida reprodutiva da fémea. Como
conseqléncia, essas espécies apresentam expressivas densidades populacionais,
padrées ecologicos e de distribuicdo geografica aleatorios (KOVOOR et al., 1987,
LOURENCO, 1991).

Assim como todos os componentes do filo Arthropoda, os escorpides
possuem um exoesqueleto rico em uma substancia denominada quitina que recobre
todo o seu corpo. Eles movimentam-se gracas a placas, que sdo divisbes da
cuticula, conectadas por uma membrana delgada e flexivel permitindo assim os
movimentos dos apéndices do corpo através dessas articulagdes (HICKMAN et al.,
2004).
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A cuticula dos escorpides é fluorescente a luz ultravioleta e, com uma lanterna
especial, é possivel em uma noite escura, localizar um exemplar que se encontra, a
atée 15 m de distancia. Durante a vida, os escorpides trocam periodicamente a
cuticula que lhes envolve o corpo, processo que permite 0 Sseu crescimento e
adaptacdes ao ambiente (SISSOM et al., 1990).

Os escorpides sdo aracnideos que, em geral, medem de 3 a 9 cm de
comprimento. A espécie Typhlochactas mitchelli é considerada a menor com cerca
de 9 mm de comprimento e a espécie africana Hadogenes troglodytes, que atinge 21
cm, é considerada a maior (BARNES, 2005).

Possuem o corpo dividido em duas partes: cefalotérax (prossoma) e abdémen
(opistossoma). Seu abdémen é dividido em 12 metameros, sendo os sete primeiros
componentes do messosoma (ou pré-abdémen) e os 5 Ultimos compondo o
metassoma (cauda). Apds o ultimo segmento da cauda encontra-se o télson, que
contém um par de glandulas produtoras de peconha e um aculeo (aguilhdo) onde,
perto do apice, abrem-se dois orificios através dos quais a peconha € inoculada
(FIGURAS 1 e 3) (CANDIDO, 1999; BARNES, 2005; LOURENCO & EICKSTEDT,
2009).

Apresentam também seis pares de apéndices conectados ao prossoma: 1)
um par de queliceras, estrutura de grande importancia na alimentacéo; 2) um par de
pedipalpos, cujos articulos terminais formam as maos com um dedo fixo e um dedo
movel (usado como pincas para apreender as presas e durante 0 acasalamento
pelos machos para segurar as fémeas), onde estédo localizadas as tricoboétrias, que
sao pélos sensoriais utilizados na deteccédo e captura de presas) quatro pares de
pernas com sete segmentos, bastante importantes na locomoc¢do desses animais
(FIGURA 1-A) (CANDIDO, 1999; BARNES, 2005; LOURENCO & EICKSTEDT,
2009).

No dorso, o prossoma € recoberto pela placa prossomial, que contém dois
olhos medianos e, em geral, dois a cinco pares de olhos laterais, muito sensiveis a
luz, o que pode ser util na orientacdo desses animais. Nos esternitos Il a VI do
mesossoma existem quatro pares de aberturas respiratdrias conhecidas como
estigmas pulmonares (FIGURA 1-B) (LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).
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Figura 1 : Morfologia externa geral do escorpido T. serrulatus proveniente do Distrito Federal. Em (A)
vista dorsal (Pe: Pedipalpos, Qu: Queliceras, Ca: Carapaga, Pt: Patas, I-ST a VII-ST: Seguimentos
Tergais, | a V-SC: Segmentos Caudais, Te: Télson, DS: Dente Subacular, Ag: Aguilhdo). Em (B) vista
ventral (DM: Dedo Mo6vel, DF: Dedo fixo, OG: Opérculo Genital, P: Pente, lll a VII- SE: Segmentos
Externais).

Foto : Solange Rego. Adaptado : Flérez (2007).
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No ventre, entre as coxas das pernas trés e quatro, existe uma estrutura
impar chamada esterno, que tem importancia no reconhecimento das familias. Na
parte ventral no prossoma séo localizados: 1) o orificio genital masculino ou feminino
que é coberto por um opérculo; 2) um par de pentes, apéndices exclusivos dos
escorpides, que constituem um 6rgdo sensorial, mecano- e quimiorreceptor,
amplamente utilizado na identificacdo de géneros e espécies (FIGURA 1-B)
(LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).

Os escorpides sdo incapazes de ouvir e ndo possuem uma boa visao,
orientam-se por vibracbes do ar e do solo, e para tal possuem varias cerdas
distribuidas ao longo do corpo (HICKMAN, 2004; BARNES, 2005).

1.2 O GENERO TITYUS

Os escorpides deste género pertencem a familia Buthidae e sdo os mais

importantes do ponto de vista médico no Brasil.

Segundo Lourenco e Eickstedt (2009), ha ocorréncia de quase 30 espécies
deste género no pais, porém, os principais responsaveis por causar acidentes em
humanos sao: 1) As espécies do complexo T. stigmurus que incluem os escorpifes
atualmente identificados como T. stigmurus Thorell, 1876; T. serrulatus Lutz e Mello,
1922 e T. lamottei Lourengo, 1981; além de algumas formas ainda ndo nominadas e
frequentemente confundidas com as espécies citadas anteriormente; 2) As espécies
polimorficas T. bahienses Perty, 1834 e T. costatus Karsch, 1879; 3) T. trivitattus
Kraepelin, 1898; T. metuendus Pocock, 1897; T. brazilae Lourenco & Eickstedt,
1984; T. neglectus Mello-Leitdo, 1932; T. matogrossensis Boreli, 1901 e T.
fasciolatus Pess6a, 1935 (LOURENCO & CLOUDSLEY-THONPSON, 1999).

No entanto, de todas as espécies citadas acima, as mais importantes do
ponto de vista médico no pais sdo T. serrulatus, T. bahiensis e T. stigmurus
(BRASIL-MS, 2001, 2009).
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Os escorpides da espécie T. serrulatus medem entre 6 e 7 cm na idade adulta
e sao popularmente conhecidos como escorpido amarelo, gragas ao seu colorido em
geral amarelado ou marrom-escuro, com manchas mais escuras confluentes no
tronco (FIGURA 2); possuem também a face ventral do dltimo articulo da calda
enegrecido nos dois ter¢cos apicais. Possuem cristas dorsais no quarto segmento
caudal com 3 a 5 dentes maiores, formando uma serrilha (FIGURA 3), o que justifica
a nomenclatura dada a essa espécie (SILVA et. al., 2005; LOURENCO &
EICKSTEDT, 2009).

Figura 2: Tityus serrulatus Lutz & Melo, 1922 (escorpido amarelo), procedente de Brasilia — DF.

T. serrulatus € uma espécie endémica e muito frequente no Brasil, com
ocorréncia nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo,
Bahia, Rondbnia, Parana e em Goias, onde foi registrada uma epidemia urbana
dessa espécie, além do registro de grande ocorréncia no Distrito Federal, onde
provavelmente foi introduzida na década de 70 (BARRAVIERA, 1995; ANDRADE e
PASQUALETTO, 2002; MOTTA, 2006; LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).
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Figura 3: Metassoma de Tityus serrulatus Lutz & Melo, 1922 (Escorpido Amarelo), procedente de
Brasilia — DF, com detalhe das cristas dorsais (serrilha) no 4° segmento e o télson com o aculeo

(aguilhdo) no ultimo segmento.

A espécie T. serrulatus originalmente vivia em ambientes de mata de
transicdo, florestas secas, cerrados e caatinga (LOURENCO et al., 1996;
CLOUDSLEY-THOMPSON, 1999). Atualmente, tem habitado locais com um minimo
de vegetacdo e se proliferado amplamente em zona urbana, por ser
comprovadamente partenogenética e ecologicamente oportunista, invasora,
colonizadora, dominante, de grande aptiddo dispersiva, com alta capacidade
reprodutiva, sendo necessario apenas um individuo para iniciar uma populacao
(LOURENCO et al., 1996; BRAZIL et al., 2009).

Cada fémea desta espécie atinge a maturidade sexual entre 2 e 2,5 anos e
tem aproximadamente dois partos por ano. O desenvolvimento embrionério destes
animais varia de 2,5 a 3 meses, tendo em média de 16 a 20 filhotes, podendo
chegar a 160 filhotes durante a vida (LOURENCO, 2000; BRASIL - MS, 2009).

Do ponto de vista médico, é a espécie de escorpiao mais importante no Brasil,
pois € a que causa maior numero de acidentes e que gera 0S mais graves
empeconhamentos (BRASIL - MS, 2001), além de ser considerada a mais perigosa
da América do Sul devido a alta toxicidade da sua peconha (TORRES et. al., 2002).

De acordo com Horta et al. (2007), de 325 acidentes escorpiénicos estudados

em criangas e adolescentes, ocorridos no periodo de 1996 a 2005 no municipio de
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Montes Claros - MG, 5 foram a 6bito mesmo apds o tratamento especifico com
soroterapia. De acordo com 0sS mesmo autores, a pesquisa nao permitiu a
identificacdo da espécie de escorpido causadora desses acidentes. No entanto,
outros estudos ja apontaram que as espécies mais comuns na regido Sudeste sao
T. bahiensis e T. serrulatus, e esta Ultima esta associada a casos graves e letais em
seres humanos, principalmente em criancas abaixo de 6 anos e idosos acima de 65

anos.

A segunda mais importante espécie de escorpido do ponto vista médico é a T.
bahiensis, identificada como escorpido marrom, gragas ao seu colorido marrom
escuro ou avermelhado com manchas nos palpos e nas pernas. Os exemplares
adultos atingem cerca de 7 cm. Ocorrem em Minas Gerais, sul de Goias, Sdo Paulo,
regido oeste do Estado do Parand e provavelmente em Santa Catarina, Mato Grosso
do Sul e Rio Grande do Sul (BARRAVIERA, 1995; ANDRADE e PASQUALETTO,
2002; MOTTA, 2006; LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).

Nesta espécie, o macho € diferenciado por possuir pedipalpos volumosos
com um vao arredondado entre os dedos, utilizado para conter a fémea durante a
“danca nupcial” que culmina com a liberacdo do espermatéforo no solo e a
fecundacdo da fémea. Assim como a espécie T. serrulatus, esta tem
aproximadamente dois partos com 20 filhotes em média cada, por ano, podendo
chegar a 160 filhotes durante a vida (BRASIL — MS, 2009).

Por fim, a terceira mais importante espécie do ponto de vista médico é a T.
stigmurus, principal causadora de acidentes em humanos na regido Nordeste do
pais. E bastante semelhante a T. serrulatus por possuir um colorido amarelado,
porém, algumas caracteristicas facilitam a sua diferenciacdo de T. stigmurus, como
a presenca no mesossoma de uma faixa longitudinal de manchas escuras na regiao
mediana, além da presenca de um tridngulo escuro de vértice posterior localizado no
cefalotérax (BRASIL - MS, 2009; LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).

A espécie T. stigmurus pode ser considerada endémica da regidao Nordeste
do Brasil, pois ha registros de ocorréncia em todos os Estados dessa regido, com
excecdo do Maranhdo. No entanto, também foi registrada essa espécie no norte de

Minas Gerais. Assim como T. serrulatus, T. stigmurus também €& considerada
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altamente adaptativa a ambientes urbanizados e modificados pelo homem (BRAZIL
et. al., 2009)

1.3PECONHA ESCORPIONICA

Os escorpifes sédo animais predadores que produzem peconha e a utilizam
para paralisar e matar sua presa e também para defender-se de outros predadores e
organismos patogénicos (PETRICEVICH, 2010; HEINEN & VEIGA, 2011).

A peconha escorpidnica apresenta constituicdo bastante variada, composta
por sais inorganicos, mucopolissacarideos, hialuronidases, fosfolipases, inibidores
de proteases, moléculas de baixo peso molecular, tais como as aminas biogénicas,
nucleotideos, lipidios, peptideos e proteinas (BOFF, 1999; POSSANI et al., 2000;
PETRICEVICH, 2010; HEINEN & VEIGA, 2011).

Os peptideos neurotoxicos presentes na peconha de escorpibes sdo o0s
principais responsaveis pela maioria dos sinais e sintomas apresentados nas
intoxicacdes e sao classificados segundo suas caracteristicas estruturais e efeitos
fisiol6gicos. Desta forma, sdo descritas quatro grandes classes de acordo com a sua
especificidade de ligagdo aos canais i0nicos: 1) Toxinas moduladoras de canais
seletivos a Na*, 2) Toxinas bloqueadoras de canais seletivos a K*, 3) Toxinas que se
ligam em canais para CI" e 4) Toxinas que se ligam em canais para Ca** (DHAWAN
et al., 2002; RODRIGUEZ DE LA VEGA et al., 2003; RODRIGUEZ DE LA VEGA &
POSSANI, 2005; MENDES, 2007).

Geralmente, os peptideos que atuam nos canais para K* e CI” sdo peptideos
de cadeia curta (até 40 residuos de aminoacidos). Ja as toxinas que modulam os
canais seletivos para Na® sio peptideos de cadeia longa (60-70 residuos de
aminoacidos, estabilizados por 3 ou 4 pontes dissulfeto) (RODRIGUEZ DE LA VEGA
& POSSANI, 2005). As toxinas que bloqueiam canais para Ca®’" sdo bastante
heterogéneas, podendo ser de cadeia longa ou curta (FAJLOUN et al., 2000;
MOSBAH et al., 2000; OLAMENDI-PORTUGAL et al., 2002).
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+

1.3.1 Canais de Na " e Toxinas Moduladoras de Canais Para Na

Os canais para Na® voltagem-dependentes (Na,) sdo proteinas
transmembranicas que funcionam como porta de entrada para a permeabilidade
seletiva a este ion através das membranas biolégicas, sendo de fundamental
importancia para a geracdo e propagacao do potencial de acdo nos neurdnios e
células excitaveis (YU & CATERRAL, 2003; CATERRAL et al., 2005).

Os Na, consistem de um poro principal formado por uma subunidade a de
aproximadamente 260 kDa, que contém o sensor de voltagem. Dependendo do
tecido e da espécie, esta proteina pode estar associada a quatro subunidades 8 de
aproximadamente 30 a 40 kDa. Foram identificadas nove isoformas de subunidades
a (Nay, 1.1 — Na, 1.9). As subunidades a sdo compostas por quatro dominios
homologos (I-1V) e cada um deles contém seis regides transmembranicas em a
hélice (S1 a S6) (RANDALL et al.,, 2001; CATERRAL, 2003; CATERRAL et al.,
2005).

Os canais Na, sao cruciais para a atividade celular e sdo alvos moleculares
para uma gama de neurotoxinas que atuam em seis ou mais distintos locais do
canal, alterando significativamente a sua fun¢édo (CESTELE & CATERRAL, 2000).

As toxinas de escorpido que agem em sitios especificos dos canais para Na*
sao divididas em duas grandes familias, a-toxinas e B-toxinas, baseando-se no papel
fisiol6gico que elas desempenham na abertura do canal e sdo as principais
responsaveis pelos efeitos toxicos apresentados no envenenamento escorpidnico
(RODRIGUEZ DE LA VEGA & POSSANI, 2005).

As a-toxinas podem ser subdivididas em trés grupos, de acordo com sua
poténcia em canais de mamiferos e insetos e sua afinidade pelos subtipos de canais
Na,: 1) a-toxinas-classicas, que apresentam maior atividade aos canais de
mamiferos; 2) Inseticidas, com atividade em canais de insetos e 3) a-like, que atuam

tanto em canais de insetos como de mamiferos (GOUDET et al., 2002).

O principal efeito fisiologico das a-toxinas é o prolongamento do potencial de
acao dos nervos e musculos (PETRICEVICH, 2010).
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Ja as B-toxinas podem ser divididas em trés grupos: 1) classicas (ativas em
canais de mamiferos); 2) depressoras (ativas em canais de insetos, induzindo uma
lenta depressdo e uma paralisia flacida procedida por uma fase de contratura); 3)
excitatérias (também ativas em canais de insetos, induzindo uma rapida paralisia
rigida) (GOUDET et al., 2002; RODRIGUEZ DE LA VEGA & POSSANI, 2005).

As a-toxinas diferenciam-se das B-toxinas por agirem em sitios diferentes dos
canais para Na* As primeiras se ligam no sitio trés (no dominio 1V) da subunidade a,
retardando a inativacdo do canal e, com isso, prolongando a fase de abertura do
canal aumentando a condutancia ao ion Na*, enquanto que as B-toxinas se ligam ao
sitio quatro (no dominio 1) e deslocam a voltagem de ativacdo desses canais a
valores mais negativos, diminuindo o limiar de excitabilidade para abertura dos
canais para Na* (CESTELE & CATERRALL, 2000; RODRIGUEZ DE LA VEGA et al.,
2005).

As toxinas que atuam em canais Na, sdo abundantes na peconha de
escorpides. Até o momento, foram reportadas na base de dados publica UniProtKB
239 toxinas isoladas da peconha de escorpido com possivel capacidade de
alterarem a fungcdo desses canais, porém, nem todas tiveram suas atividades

testadas experimentalmente (UniProtKB, 24 de janeiro de 2011).

Algumas toxinas j& foram isoladas da peconha de escorpibes do género
Tityus com capacidade de alterarem a funcédo dos canais para Na* (TABELA 1).

+

1.3.2 Canais de K * e Toxinas Blogueadoras de Canais Para K

Os canais seletivos a K* sdo encontrados praticamente em todos os tecidos e
células e fazem parte de uma grande variedade de processos bioldgicos. Além
disso, eles estdo envolvidos em um crescente numero de patologias humanas, o que
tem levado muitos pesquisadores a se interessar por estes canais e por moléculas
capazes de alterar de alguma forma o funcionamento dos mesmos (SHIEH et al.,
2000).
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Diante da importancia do exposto, foi proposto por Beeton et al. (2001) o
papel crucial dos canais Kv1.3 na patogénese da esclerose mdultipla e outras
doencas auto-imunes. Outros estudos tém demonstrado que inibidores seletivos
para Kv1.3 podem representar um potencial terapéutico no tratamento de doencas,
como diabetes tipo 1, além disso, a seletividade dos bloqueadores de canais para K*
pode ser considerada um potencial no tratamento do cancer (LEWIS e GARCIA,
2003).

O canal seletivo a K" € um complexo oligomérico de quatro subunidades a
com massa molecular de aproximadamente 70 kDa, constituidas por seis regioes
transmembréanicas, arranjadas simetricamente em volta de um poro central,

contando ainda com 4 subunidades 8 a elas associadas (RANDALL et al., 2001).

As toxinas presentes na peconha de escorpido tem se mostrado excelentes
ferramentas no estudo dos canais seletivos a K*, estas toxinas sédo divididas em
quatro familias (a, B, y € k-KTx) (CORONA et al.,, 2002; DHAWAN et al., 2002.,
SRINIVASAN et al., 2002; CHAGOT et al., 2005).
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Tabela 1: Estrutura primaria de Na-toxinas isoladas da peconha de escorpifes brasileiros do género Tityus

Cabdigo* Toxina Sequéncia

P15226 Tsl - KEGYLMDHE GCKLSCFI RP SGYCGRECA K- KGSSGYC- - AWPACYCYG LPNWKVWDR ATN- KC- -
P56611 Tbl - KEGYLMDHE GCKLSCFI RP SGYCGSECKI K- KGSSGYC- - AWPACYCYG LPNVWKVWWDR ATN- KC- -
P56612 Tstl - KEGYLMDHE GCKLSCFI RP SGYCGRECTL K- KGSSGYC- - AWPACYCYG LPNVWKVWWDR ATN- KC- -
P68410 Ts2 - KEGYAMDHE GCKFSCFI RP AGFCDGYCKT HLKASSGYC- - AWPACYCYG VPDHI KWADY ATN- KC- -
P56609 Th2 - KEGYAMDHE GCKFSCFPRP AGFCDGYCKT HLKASSGYC- - AWPACYCYG VPSNI KWADY ATN- KC- -
P68411 Tst 2 - KEGYAMDHE GCKFSCFI RP AGFCDGYCKT HLKASSGYC- - AWPACYCYG VPDHI KWADY ATN- KC- -
P60276 Tbh2-11 - KEGYAMDHE GCKFSCFI RP SGFCDGYCKT HLKASSGYC- - AWPACYCYG VPSNI KWADY ATN- KC- -
P45669 Ts4 GREGYPADSK GCKI TCFLTA AGYCNTECTL K- KGSSGYC- - AWPACYCYG LPESVKI WIS ETN- KC- -
P83435 Tf 4 GKEGYPADSK GCKVTCFFTG VGYCDTECKL K- KASSGYC- - AWPACYCYG LPDSASWDS ATN- KC- -
077463 TsNTxP GREGYPADSK GCKI TCFLTA AGYCNTECTL K- KGSSGYC- - AWPACYCYG LPDSVKI WIS ETN- KCG-
P60275 Tbl T-1 GKEGYPVDSR GCKVTCFFTG AGYCDKECKL K- KASSGYC- - AWPACYCYG LPDSVPVYDN ASN- KCB-
BEBB8 Tco - KEGYAMDHE GCKLSCFI RP SGYCGRECGY K- KGSSGYC- - AWPACYCYG LPNVWKVWER ATN- RC- -
P60213 Tc48b - KDGYLVGND GCKYNCLTRP GHYCANECSR V- KGKDGYCY - AWWVACYCYS MPDW/KTWSR STN- RCGR
P60214 Tc49b - KEGYLVG\D GCKYGCI TRP HQYCVHECEL K- KGTDGYCA - YWL.ACYCYN MPDW/KTWSS ATN- KC- -
P60212 Tc48a NKDGYLMEGD GCKMGCLTRK ASYCVDQCKE V- GGKDGYCY - AWLSCYCYN MPDSVEI WDS KNN- KCCGK
P01496 Ts3 KKDGYPVEYD NCAYI CAWNYD NAYCDKLCKD K- KADSGYCY WWHI LCYCYG LPD- - - SEPT KTNGKCKS
P56608 Tb3 KKDGYPVEAD NCAFVCFGYD NAYCDKLCGD K- KADSGYCY WHI LCYCYG LPD- - - NEPT KTNGKC- -
P46115 Ts5 KKDGYPVEGD NCAFACFGYD NAYCDKLCKD K- KADDGYCV W SPDCYCYG LPEHI LKEPT KTSGRC- -

Adaptado de Possani et al., (2010) *Codigo de acesso no

fasciolatus; Tc para T. cambridgei; Tco para T. costatus.
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UniProtkKb. Ts para T. serrulatus; Tb para T. bahiensis; Tf para T.
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As toxinas pertencentes a subfamilia a-KTx possuem de 22 a 42 residuos de
aminoacidos estabilizados por quatro pontes de sulfeto e afetam principalmente os
canais de K" dependentes de voltagem do tipo Shaker e ether-a-go-go, bem como
canais de K' ativados por célcio (ZHU et al., 2010; POSSANI et al., 2010). Na
Tabela 2, temos algumas a-KTx isoladas da peconha de escorpides do género
Tityus.

Tabela 2: Estrutura primaria de K-toxinas da subfamilia a-KTx isoladas da peconha

de escorpides do género Tityus

Cabdigo* Toxina Sequéncia

P46114 (o-KTx 4.1, Ts) VFI NAKCRGS PECLPKCKEA | GKAAGKCWN GKCKCYP
P56219 (o-KTx 4.2, Ts) WI GORCYRS PDCYSACKKL VGKATGKCTN GRCDC
P59925 (o-KTx 4.3, Td) VFI NVKCTGS KQCLPACKAA VGKAAGKCMN GKCKCYT
P60210 (o-KTx 4.4, Tca)  vF| NVKCRGS KECLPACKAA VGKAAGKCMN GKCKCYP
@GEBB6  (o-KTx 4.5, Tco)  vF| NVKCRGS PECLPKCKEA | GKSAGKCVN GKCKCYP
P59936 (o-KTx 12.1, Ts)  WCSTCLDLAC GASRECYDPC FKAFGRAHGK CMNNKCRCYT
POC168  (o- KTx 12. Tt)  WCSTCLDLAC GASRECYDPC FKAFGRAHGK CMNNKCRCYT
POC185 (o-KTx 12.3, Tco) \WCSTCLDLEC GASRECYDPC FKAFGRAHGK CVNNKCRCYT
P83243 (o-KTx 13.1, Tca) ACGSCRKKCK GSGKCI NGRC KCY

P84630 (o-KTx 13.3, Tp)  ACGSCRKKCK GPGKCl NGRC KCY

P84777 (o-KTx 15.6, Td)  Q DTNVKCSG SSKCVKI Cl D RYNTRGAKCI NGRCTCYP
P60211 (o- KTx 18. Tca) - TGPQTTCQA AMCEAGCKGL GKSMESCQGD TCKCKA
POCLX5 (o-KTx 18.2, Td) . TGPQTTCQA STCEAGCKQ GKSMKSCQGD TCECA
POCIX6 (o-KTx 18.3, Td)  GEGPKSDCKP DLCEAACKDL GKPMDFCKDG TCKCKD
POC183 (o-KTx 20.1, Tt)  GCTPEYCSMW CKVKVSQNYC VKNCKCPGR

P ON RO ®R ®N R

Adaptado de Possani et al., (2010). *Codigo de acesso no UniProtKb. Ts para T.
serrulatus; Td para T. discrepans; Tca para T. cambridgei; Tco para T. costatus; Tt
para T. trivittatus; Tp para T. pachyurus.

Existem algumas toxinas descritas da peconha de escorpibes do género
Tityus com acdo em canais para K" pertencentes a subfamilia B-kTx (TABELA 3)
(POSSANI et al., 2010).
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Até o momento, foram reportadas na base de dados publica, UniprotkB, 167
toxinas encontradas na peconha de escorpifes com possivel agdo em canais para
K*, porém, nem todas tiveram suas atividades testadas experimentalmente
(UniProtKB, 24 de janeiro de 2011).

Tabela 3: Estrutura priméaria de K-toxinas da subfamilia B-KTx isoladas da pe¢onha

de escorpides do género Tityus

Cdédigo* Nome Sequéncia

P69940 Ts KLVALI PNDQLRS! LKAVVHKVAKT QFGCPAYEGYCNDHCNDI ERKDGECHGFKCKCAKD

QBCBA6 Tco GLREKHVQKLVAL| PNDQLRSI LKAVVHKVAKTQFGCPAYEGYCNNHCQDI ERKDGECHGFKCKCAKD
QUGY44 Td KLVTLI PNDTLRSI MKTI VHKLAKT QFGCPAYEGYCMNHCQDI ERHDGSCHGFKCKCEKS

POC2F3  Tst KLVALI PNDQLRS! LKAVVHKVAKT QFGCPAYEGYCNDHCNDI ERKDGECHGFKCKCAKD

QGY46 Tt KLVAL| PNDTVRSI LKAVVHKAAKT QFGCPAYEGYCXNHCQDI KRKDGXCXGFKCKCAKDFKCKCAKD

Adaptado de Possani et al., (2010). *Cbédigo de acesso UniProtKb. Ts para T.
serrulatus; Td para T. discrepans; Tco para T. costatus; Tt para T. trivittatus; Tst para

T. stigmurus.

1.3.3 Canais Para Cl " e Toxinas que se Ligam a Esses Canais

Pouco se conhece a respeito dos canais para cloreto e o estudo de toxinas
que se ligam a estes tem sido considerado uma excelente ferramenta para um

melhor conhecimento do seu funcionamento.

Até o momento, foram reportadas no UniProtKB apenas 3 toxinas de peconha
de escorpido que tiveram suas atividades testadas e que demonstraram capacidade
de se ligarem aos canais para cloreto e assim afetarem o seu funcionamento
fisioloégico, no entanto, algumas toxinas tem sido descritas com provaveis acao
nesses canais, porem baseada apenas em identidade com as demais toxinas
testadas (UniProtKB, 24 de janeiro de 2011).
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Provavelmente, o baixo niumero de toxinas com a¢do nos canais para cloreto
seja consequéncia do pouco conhecimento do funcionamento desses canais assim
como da menor abundancia de “clorotoxinas” nas peconhas de escorpido, quando

comparada aos peptideos que atuam em canais para Na* e K.

Da peconha do escorpido Leiurus quinquestriatus foi isolada a clorotoxina,
gue bloqueia de forma reversivel canais para cloreto do epitélio de camundongos
(ZHIJIAN et al., 2006).

Foi purificada e sequenciada da peconha do escorpido Buthus martensi
Karsch uma neurotoxina de inseto de cadeia curta, com 35 residuos de aminoacidos
e 4 pontes de sulfeto, chamada de Bm-12, que apresentou-se bastante similar a
clorotoxina (ESCOUBAS et al., 1996).

Fu e colaboradores (2007) descreveram na peconha de Buthus martensi a
toxina rBmK Cta, que apresenta 68% de identidade com a clorotoxina de Leiurus

quinquestriatus, porém sua atividade nesses canais nao foi testada.

Foi isolada da peconha de Leiurus hebraeus quinquestriatus, por Thompson e
colaboradores (2009), um peptideo que recebeu o nome de GaTx2, capaz de atuar
na proteina CIC-2 dos canais de cloreto inibindo-os. A alta especificidade e afinidade
(Kd de 20 pM) exibida por esta toxina tornou-a uma importante ferramenta

farmacoldgica no estudo desses canais, 0 que servira para melhor conhecé-los.

Recentemente, Rjeibi e colaboradores (2011) isolaram da peconha do
escorpido Androctonus australis um peptideo com 70% de similaridade com a
clorotoxina de Leiurus quinquestriatus. Esse peptideo recebeu o nome de AaCtx e
apresentou atividade na invasao e migracéo de glioma humano, porém, com menor

atividade do que a encontrada para a clorotoxina.
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1.3.4 Canais Para Ca®" e Toxinas que se Ligam a Esses Canais

Os canais para Ca** sdo bastante semelhantes aos canais para Na' e sdo
formados por uma subunidade a; com 4 dominios, com 6 segmentos
transmembranicos e pequenas subunidades chamadas a, 3, y, 6. Esses canais
possuem massa molecular de aproximadamente 212-250 kDa e séo bastante
importantes na conducgdo do sinal elétrico, na despolarizacdo da membrana celular,
na contracdo, secre¢ao, neurotransmissado e em outros mecanismos (CATTERRAL,
2007).

Estudos demonstram que as toxinas escorpionicas sdo capazes de se ligarem
nos canais para Ca”" alterando assim a sua fungdo. At¢é o momento foram
reportadas no banco de dados publico UniProtKB, 51 toxinas identificadas das
peconhas de escorpides capazes de alterar as funcdes fisiologicas desses canais
ibnicos. Até o momento, ndo ha descricdo de toxinas para o género Tityus que
atuem em canais para Ca?*(UniProtkB, 24 de janeiro 2011).

1.3.5 Peptideos sem pontes dissulfeto

Varios pesquisadores tém demonstrado grande interesse por peptideos sem
pontes dissulfeto isolados da peconha de escorpibes, que podem apresentar
atividades antimicrobiana, imunomoduladora, potencializadora de bradicinina ou
hemolitica (ZENG et al., 2005).

Os peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs) possuem baixa massa
molecular e sdo capazes de potencializar os efeitos farmacolégicos da bradicinina,
normalmente inibindo a enzima conversora de angiotensina (ECA) que € uma
enzima crucial para a regulagcéo da presséao arterial VERANO-BRAGA et al., 2010).

A toxina TsHpt-1 (Hipotensina ) foi isolada da peconha de T. serrulatus,
possui 25 residuos de aminodcidos e € um exemplo de potencializador de
bradicinina (BPP) (VERANO- BRAGA et al., 2008).
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1.4 PECONHA DE Tityus serrulatus

A peconha do escorpidao brasileiro T. serrulatus tem sido amplamente
investigada e foi fracionada pela primeira vez por Gomez e Diniz (1966), de onde foi
obtida a “Tityustoxin” (“TsTX"), que por muito tempo acreditou-se tratar de uma
fracdo homogénea, tendo sido amplamente utilizada em ensaios biolégicos (DINIZ,
1978; FREIRE-MAIA, 1995). Entretanto, a Tityustoxina compreende, na realidade,
uma mistura de diversos peptideos (ARANTES et al., 1992).

Toledo e Neves (1976) purificaram e caracterizaram parcialmente da peconha
de T. serrulatus uma toxina que recebeu o nome de Tityustoxin-l (TsTX-1), tendo
sido o primeiro peptideo isolado e descrito da peconha de T. serrulatus. Trata-se de
uma toxina bastante abundante na peconha desta espécie, representando cerca de
15 % do total da peconha (PESSINI et al., 2001). Posteriormente, estudos
eletrofisiol6gicos mostraram que se tratava de uma toxina capaz de alterar a funcéo
fisiolégica dos canais Na, (BARHANING et al., 1982, 1984; JONAS et al., 1986) e foi
verificado a sua importancia na gravidade do envenenamento, pois esta toxina
possui uma DLsy de 76 pg / kg e induz intensa liberagdo de catecolaminas e
indiretamente alguns graves sintomas do escorpionismo, como 0 aumento na
presséao arterial VASCONCELOS et al., 2005).

Sampaio e colaboradores (1991) caracterizaram da peconha de T. serrulatus
a toxina T1IV (TsTXIIl), considerada uma -toxina com 62 residuos de aminoacidos
e que apresenta 72% de identidade com TsTX-1.

Uma toxina pertencente a classe das 3-toxinas foi caracterizada por Becerril e
colaboradores (1993) e recebeu o nome de Toxina gama (Tsy), tornando-se muito
importante nos estudos dos canais para Na® sensiveis a voltagem e que tem sido

alvo de inUmeras investigacdes por apresentar toxicidade para mamiferos e insetos.

Desde entéo, varios peptideos foram descritos da peconha de T. serrulatus,
porém, devido a falta de uniformidade na nomenclatura adotada pelos
pesquisadores, nomes diferentes foram atribuidos para uma mesma toxina, assim

como um mesmo nome foi adotado para toxinas diferentes.
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Diante disso, Cologna e colaboradores (2009) propuseram a nomenclatura
gue adota duas letras (a primeira do género e a segunda da espécie) seguidas do
namero do peptideo (ordem cronologica de descricdo) para os peptideos de T.

serrulatus.

Os peptideos mais estudados presentes na peconha deste escorpido sao,
sem dulvida, as toxinas de cadeia relativamente longa, contendo 60-70 residuos de
aminoacidos, estabilizada por quatro pontes dissulfeto e que possuem acdo em
canais Na,. Na peconha do escorpido T. serrulatus foram descritas e caracterizadas
seis toxinas com provavel acdo em canais Na, (MANSUELLE et al., 1992; MARTIN-
EAUCLAIRE et al., 1992, 1994; BECERRIL et al., 1993; MARANGONI et al., 1995;
CORONA et al., 1996; POKARPO et al., 1999; PINHEIRO et al., 2003).

Algumas toxinas de cadeia relativamente curta, compostas por 30-42 residuos
de aminoéacidos, estabilizadas por trés pontes dissulfeto e ativas principalmente em
canais para K* também tem sido descritas e algumas delas tiveram suas atividades
nesses canais comprovadas (ROGOWSKI et al., 1994; MARANGONI et al., 1995;
LEGROS et al., 1996; BLANC et al., 1997; NOVELLO et al., 1999; ELLIS et al.,
2001; PIMENTA et al., 2003; OYAMA JR et al., 2005).

Novello e colaboradores (1999) elucidaram a sequéncia de aminoacidos da
primeira pequena toxina encontrada na peconha de T. serrulatus, chamada de Ts-
TX-IV, com 41 residuos de aminoacidos e com quatro pontes dissulfeto e que
posteriormente foi descrita como capaz de alterar a condutancia dos canais para K*

ativados por Ca?".

Marangoni e colaboradores (1995) descreveram uma toxina do tipo a,
denominada TsTx-V, que apresentou acdo em canais para K de células B

pancreaticas de ratos.

Além desses componentes ja citados, a pegconha de T. serrulatus contém
hialuronidases, enzimas que catalisam a quebra do acido hialurénico, um
polissacarideo encontrado principalmente na matriz extracelular dos tecidos moles
(KREIL, 1995). No entanto, essas enzimas nao sdo toxicas, mas sao consideradas
fatores de propagacéo, facilitando a difusdo das toxinas nos tecidos, contribuindo
para envenenamentos locais e sistémicos (PESSINI et al., 2001).
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Almeida et al. (2002) descreveram enzimas proteoliticas com atividade
gelatinolitica por meio de zimografia na peconha de T. serrulatus e T. bahiensis. Foi
sugerido por esses mesmos autores que as enzimas descritas se tratavam de
serino-proteases e que poderiam aumentar a permeabilidade do tecido facilitando a

propagacéo do veneno.

Diante do exposto, a peconha de T. serrulatus € composta por um vasto leque
de substancias distintas, que, de acordo com Pimenta e colaboradores (2003),
chegam a mais de 130 componentes, dentre eles, potentes neurotoxinas, capazes
de modificar a funcéo de canais ibnicos, além de proteases e hialuronidases que

podem agir facilitando a dispersdo dessas neurotoxinas durante o envenenamento.

1.5ESCORPIONISMO

Para Yoshizawa (2002), o reconhecimento da inter dependéncia do binbmio
homem — ambiente remota aos fildsofos gregos e a partir do século XX, os modelos
ecologicos se tornaram mais presentes e estudados na area da saude,
determinando que perturbacées deste binbmio em uma dada regido levariam a

agravos a saude.

De fato, modificagbes constantes no meio ambiente tendem a modificar o
comportamento ecoldgico e biolégico de algumas espécies animais, favorecendo a
sinantropia com o homem e resultando no aumento de acidentes, tornando o

escorpionismo um sério problema de saude publica.

Escorpionismo € o quadro clinico apresentado apos a picada do escorpido e
causado pelos efeitos das toxinas produzidas e inoculadas na vitima, diagnosticado
geralmente através de relatos do paciente, da captura do espécime causador do
acidente ou mesmo dos sinais e sintomas apresentados pelo individuo picado
(quando da auséncia das duas primeiras situagdes citadas) (ALBUQUERQUE et. al.,
2004).

O escorpionismo pode evoluir de um quadro leve, com sintomas de pequena

intensidade, a um quadro grave, podendo levar o individuo a 6bito, principalmente
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em criancas e idosos, além de deixar sequelas que podem impossibilitar os
acidentados ao trabalho formal e doméstico (NUNES et al., 2000; NODARI et al.,
2006).

O estudo e a preocupacdo com o escorpionismo nédo é algo recente no Brasil.
Desde 1905, que o renomado Vital Brazil, preocupado com a gravidade de picadas
ocasionadas por alguns escorpides, iniciou testes para produzir um soro com intuito
de tratar as pessoas envolvidas nesses acidentes. A auséncia de escorpides para
obtencdo de peconha e de um especialista para identificagcdo desses animais
atrasou um pouco as pesquisas que sO foram retomadas em 1915 por Heitor
Maurano, médico e aluno de Vital Brazil, que demonstrou que, tal como ocorria com
0 soro usado no tratamento de acidentes ofidicos, 0 soro antiescorpiénico também
deveria ser especifico (BRAZIL, 1918).

S6 em 1918 que Vital Brazil, baseado na sua experiéncia na elaboragcédo de
soros antivenenos e com os resultados obtidos por Maurano, produziu pela primeira
vez em ampla escala um soro antiescorpidnico, utilizando-se cavalos como
produtores de anticorpos (BRAZIL, 1918).

De acordo com Magalhdes (1946), mais de 6.000 acidentes escorpidnicos e
237 O6bitos foram registrados no Brasil em 1929, sendo que em todos os 6bitos a

soroterapia nao foi realizada.

A populacao de escorpides e, consequentemente, a quantidade de acidentes
causados por estes animais, principalmente em areas urbanizadas e antes né&o
habitadas por tais animais, tem aumentado bastante nos udltimos anos. Esse
aumento esta intimamente relacionado a exploracdo de areas naturais, extracdo de
madeiras, desmatamentos, atividades agricolas ndo mecanizadas, lazer (caca e
pesca) e a falta de consciéncia da populacdo que descarta restos de alimentos nos
terrenos baldios favorecendo a proliferacdo de insetos que servem de atrativo,
aumentando a possibilidade de contato do homem com os escorpides (PENEDO e
SCHLINDWEIN, 2004).

O aumento populacional e a dispersédo da espécie T. serrulatus tém ocorrido
em varios ambientes urbanos, o que pode ser justificado pela sua forma de

reproducao (partenogenética) que facilita a disperséao, aléem, de serem considerados
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animais oportunistas ou generalistas (LOURENCO E EICKSTEDT, 2009). Este fato €
preocupante, considerando que esta espécie é responsavel pela maioria e 0s mais

graves casos de escorpionismo no Brasil (BRASIL-MS, 2001, 2009).

1.5.1 Escorpionismo no Distrito Federal

O Distrito Federal esta situado em uma éarea de cerrado e apresenta uma
composicdo faunistica bastante caracteristica, com formacfes vegetais abertas e
que abrigam espécies monomorficas, o que explica a diversidade de espécies de
escorpides que habitam esta regido, no entanto, o cerrado brasileiro € um dos
biomas que apresenta o maior impacto antrépico e vem perdendo rapidamente as
suas areas naturais (LOURENCO, 1986; MOTTA, 2006). De fato, no final da década
de 50, iniciou-se um processo de devastacdo ambiental, expanséo de area territorial
e urbanizacdo em meio ao cerrado para a construcdo de Brasilia e foi na década de

60 que esta cidade foi inaugurada.

De acordo com Lourenco (1975), no inicio da década de 70, ja foram
notificados casos de invasdo domiciliar e acidentes por escorpides das espécies
Bothriurus araguayae e Tityus fasciolatus no Distrito Federal. A presenca dessas
espécies nessa regido foi confirmada por meio de intensas coletas que registraram a
ocorréncia de trés espécies nativas de escorpides (T. fasciolatus, Ananteris balzanii
e Bothriurus araguayae), porém este estudo ndo registrou a presenca de T.

serrulatus.

Provavelmente, em meados da década de 70, o nicho ecolégico da espécie
autoctone e sexuada T. fasciolatus, endémica do cerrado, comecgou a ser ocupado
gradualmente pela espécie partenogenética T. serrulatus, tipica do Estado de Minas
Gerais, que se expandiu para outras regiées do pais, chegando ao Distrito Federal.
Esta uUltima espécie habita hoje com maior incidéncia redes e caixas de esgotos,
galerias de agua pluviais, o que também ja foi verificado em regides de Minas Gerais
e Sao Paulo (LOURENCO et al., 1994; SPIRANDELLI-CRUZ, 1995; KNOX, 1997).
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Um estudo realizado sobre os acidentes escorpionicos no Distrito Federal no
periodo compreendido entre 1991 e 2000, verificou que, do total de acidentes
notificados no periodo (n=977), 60,2% foram causados por T. serrulatus. Os
registros demonstram que ocorreram 51 casos de escorpionismo em 1991, 43 em
1994 e picos de 176 e 121 casos nos anos de 1999 e 2000, respectivamente
(YOSHIZAWA, 2002).

Apesar do escorpionismo no Distrito Federal ndo ser considerado um
problema de Saude Publica, a presenca da espécie T. serrulatus em area altamente
urbanizada, tem sido um alerta para a populacdo, devido ao grande potencial de

proliferacdo dessa espécie.

1.6 EPIDEMIOLOGIA DOS ACIDENTES ESCORPIONICOS

Os oOrgéos federais responsaveis pela coleta de informagdes nas unidades de
saude, SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo), SINITOX
(Sistema Nacional de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas) e RENACIAT (Rede
Nacional de Centros de Informacdo e Assisténcia Toxicoldgica), analisam,
sistematizam, compilam, e divulgam as informacdes dos acidentes e os dados de
prognosticos, difundem informacdes sobre o tratamento e a prevencao de casos de
intoxicacdes em todo o pais, bem como os riscos e a toxicidade de substancias
guimicas e bioldgicas a saude (BOCHNER e STRUCHINER, 2002).

Um aumento significativo no nimero de acidentes escorpiénicos e um rapido
incremento de casos de envenenamento grave tém sido verificados nos ultimos anos
no Brasil, demonstrando a relevancia que o escorpionismo possui para a saude
plblica (BRANDAO e FRANCOSO, 2010).

No periodo compreendido entre 2007 e 2010, foram notificados pelo SINAN
148.718 acidentes escorpidnicos no Brasil, contando apenas com o 1° semestre de
2010, pois os dados referentes ao segundo semestre ainda néo foram contabilizados
(TABELA 4). Comparando-se os anos de 2008 e 2009, houve um incremento de

9.194 nos acidentes notificados em 2009.
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Do total de acidentes escorpiénicos notificados no pais em 2007 (37.441) e
2008 (39.261), o SINITOX registrou 18 e 14 6bitos, respectivamente, ocorridos por
este agravo (TABELA 5).

De acordo com o SINAN (2010), em 2009 foram notificados, no Brasil, 48.333
casos de picadas de escorpido e, apenas no primeiro semestre de 2010, ja foram
notificados 23.561 acidentes deste tipo. E importante ressaltar que os acidentes
provocados por escorpido vém liderando o ranking em numero de acidentes
causados por animais peconhentos, ultrapassando os casos de acidentes com

serpentes.

Na regido Centro Oeste, foram notificados no decorrer dos ualtimos quatro
anos, 5.543 acidentes escorpiénicos, sendo que, destes, 633 ocorreram no Distrito
Federal (TABELA 4). Ainda em relagdo a essa regido do pais, entre 2007 e 2008, os
envenenamentos por escorpides levaram a 6bito 4 pessoas, todos no estado do

Goias, nao havendo ocorréncia de obito para o DF (TABELA 5).

O Sinan do Ministério da Saude nédo disponibiliza os dados referentes aos
Obitos por acidentes escorpidnicos e os dados disponiveis no Sinitox sédo referentes
apenas aos anos de 2007 e 2008 (TABELA 5).
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Tabela 4: Numero absoluto de acidentes escorpidnicos registrados no Brasil, notificados no Sistema
de Informacado de Agravos de Notificacdo (Sinan) do Ministério da Salde por UF de ocorréncia e ano
do acidente, no periodo compreendido entre 2007 e 2010 (Apenas 1° semestre)

Regido - UF Ocorréncia 2007 2008 2009 2010 Total (UF)
Norte

Rondbnia 79 67 72 42 260
Acre 65 81 87 55 288
Amazonas 126 185 264 102 677
Roraima 32 36 45 24 137
Para 1330 1332 1644 688 4994
Amapa 150 138 139 51 478
Tocantins 230 275 452 228 1185
Total (Regido) 2012 2114 2703 1190 8019
Nordeste

Maranhao 142 138 236 115 631
Piaui 269 343 478 130 1220
Ceara 633 462 620 139 1854
Rio Grande do Norte 1280 1192 2221 777 5470
Paraiba 1038 1156 1122 662 3978
Pernambuco 7088 5255 4776 2024 19143
Alagoas 2875 3517 3792 2457 12641
Sergipe 257 267 455 314 1293
Bahia 5840 6160 9309 4386 25695
Total (Regido) 19422 18490 23009 11004 71925
Sudeste

Minas Gerais 8469 9682 12609 6081 36841
Espirito Santo 768 1112 1415 694 3989
Rio de Janeiro 243 214 241 91 789
Sao Paulo 4406 5199 5544 2992 18141
Total (Regido) 13886 16207 19809 9858 59760
Sul

Parana 728 739 700 324 2491
Santa Catarina 189 194 196 101 680
Rio Grande do Sul 68 63 108 61 300
Total (Regido) 985 996 1004 486 3471
Centro-Oeste

Mato Grosso do Sul 115 270 303 147 835
Mato Grosso 369 425 550 344 1688
Goias 527 593 867 400 2387
Distrito Federal 125 166 210 132 633
Total (Regido) 1136 1454 1930 1023 5543
Total Nacional 37441 39261 48455 23561 148718
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Tabela 5: Numero absoluto de 6bitos por escorpionismo registrados no Brasil, por regido e UF de
ocorréncia notificados no Sistema Nacional de InformagcBes Toxico-Farmacolégicas (Sinitox), nos
anos de 2007 e 2008

Regido - UF Ocorréncia 2007 2008 Total (UF)
Norte

Para - 1

Total (Regido) - 1

Nordeste

Paraiba - 1 1
Sergipe 1 1 2
Bahia 9 7 16
Total (Regido) 10 9 19
Sudeste

Minas Gerais 1 2 3
Espirito Santo 3 1 4
Rio de Janeiro - 1 1
Total (Regido) 4 4 8
Sul

Total (Regido) - - -
Centro-Oeste

Goias 4 - 4
Distrito Federal - - 0
Total (Regiéo) 4 - 4
Total Nacional 18 14 33

No estudo realizado no Distrito Federal por Yoshizawa (2002), foram
analisados 977 acidentes escorpibnicos ocorridos no periodo compreendido entre
1991 e 2000. Foi verificado um crescente aumento deste agravo ao longo do periodo
estudado, com uma predominancia na estacdo chuvosa (outubro a abril), na zona
urbana e no intradomicilio. Dos 977 relatos, em apenas 392 (40,1%) dos acidentes
foram identificadas as espécies T. serrulatus, T. fasciolatus e Bothriurus araguaye
como agentes etiologicos, sendo a primeira responsavel pelo maior nimero de
acidentes (236; 60,2%); T. fasciolatus foi responsavel por 125 acidentes (31,9%) e
B. araguayae por 31 (7,9%). Do total de acidentes estudados no Distrito Federal,
apenas 64 (16,3%) ocorreram em Brasilia, com 40 destes acidentes (62,5%)
causados pela espécie T. serrulatus, demonstrando que esta € a principal espécie

causadora de acidente humano no Distrito Federal.
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Ainda de acordo com Yoshizawa (2002), os acidentes escorpidnicos no
Distrito Federal sdo considerados leves (95,1%) e uma pequena parcela é
considerada moderada (4,9%). Todos os acidentes classificados como moderados

foram causados por T. serrulatus.

Um dado bastante interessante relatado por Yoshizawa (2002) foi o fato de
que, do total de casos de escorpionismo notificados, 142 (14,53 %) ocorreram em
criangas de até 10 anos e 24 (2,45 %) casos em maiores de 60 anos. Curiosamente,
nao foram registrados acidentes graves e apenas 3 casos foram classificados como
moderados, sem registro de o6bito, mesmo sendo esta a parcela da populacdo
considerada como grupo de risco para tal agravo e esses acidentes terem sido

causados por T. serrulatus.

Ao longo desse mesmo periodo, apenas dois casos de acidentes graves
foram registrados no Distrito Federal em 2002, envolvendo duas criancgas, de 9 e 2

anos de idade, que tiveram um bom prognostico (YOSHIZAWA, 2002).

Nos ultimos quatro anos tém sido notificado ao SINAN-MS um crescente
aumento no numero de casos de acidentes escorpibnicos ocorridos no DF,
passando de 125 casos ocorridos em 2007 para 210 casos em 2008 e 132 apenas
no primeiro semestre de 2010. No entanto, ndo foram registrados 6bitos para essa
regido nos anos de 2007 e 2008, os dados referentes a Obitos para 2009 e 2010

ainda nao foram divulgados pelo Ministério da Saude (TABELAS 4 e 5).

1.7 QUADRO CLINICO DO ESCORPIONISMO

As neurotoxinas escorpibnicas agem nos canais i6nicos, levando a
despolarizacdo das terminacdes nervosas pos-ganglionares em praticamente todo o
organismo. Podem manter uma abertura prolongada desses canais ou bloqueé-los,
provocando disparos repetidos dos neurdnios simpaticos e parassimpaticos,
causando sintomas relacionados as hiperexcitacfes autossémica e neuromuscular.

A liberacdo macica de neurotransmissores produzird um quadro amplo de alteracdes
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fisiologicas e clinicas, com complicacbes definidas pela predominancia das
respostas simpéticas ou parassimpaticas conforme visualizamos na Tabela 6
(CAMPOLINA & JANUARIO, 2002).

Os sinais e sintomas nos acidentes escorpionicos sdo muito variados e o
quadro clinico vai depender da predominéancia dos efeitos, ora da acetilcolina, ora
das catecolaminas liberadas através do efeito direto da pegonha sobre o sistema
nervoso simpatico, parassimpatico e na medula da adrenal (CUPO et al., 2009). A
atuacdo desses neurotransmissores nos diferentes setores do organismo é
responsavel por manifestacdes locais e sistémicas que podem evoluir como
alteracdes gastrointestinais, respiratorias, cardiovasculares e neurologicas e nos
casos mais graves para edema pulmonar agudo (MAGALHAES et al., 1999; DIAS et
al., 2001; GHERSY de NIETO et al., 2002; MANZOLI-PALMA, et al., 2003; CUPO et
al., 2009).

A acdo da peconha no organismo pode iniciar-se poucos minutos apés a
picada e, consequentemente, alguns sinais e sintomas locais também surgem
imediatamente apds a inoculagdo da pegonha. Por outro lado, alguns sintomas
podem surgir horas apds a picada, o que justifica a observacdo dos pacientes
vitimas de escorpionismo por algumas horas (FREIRE-MAIA et al., 1994).

1.7.1 Quadro Clinico Local

A dor no local da picada, uma constante no escorpionismo humano, ocorre
imediatamente apds o acidente, podendo ser discreta, restrita apenas ao ponto de
inoculacdo da peconha, ou insuportavel; geralmente € de intensidade progressiva,
variando de acordo com a quantidade de peconha inoculada e a sensibilidade
individual (CUPO et al., 2009). Manifesta-se sob forma de queimacao ou agulhada,
acompanhada ou ndo de parestesias e podendo irradiar-se para todo o membro
atingido, exacerbando-se a palpacgéo, e persistir por varias horas ou mesmo alguns
dias. O local da picada dificilmente € detectado e, quando isso é possivel, pode-se
observar leve edema e hiperemia, acompanhados ou néo de sudorese e piloereccao
local (GOYFFON, 2002; CAMPOLINA & DIAS, 2005; CUPO et al., 2009).
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De acordo com Cupo et al. (2009), nos envenenamentos mais graves, a dor

pode ser inicialmente mascarada pelas manifestacdes sistémicas, aparecendo apés

melhora das condicdes gerais do paciente.

Tabela 6: Principais respostas dos 6rgdos efetores aos estimulos adrenérgicos e colinérgicos.

Orgao efetor

Estimulo simpatico

(Adrenalina)

Estimulo parassimpatico

(Acetilcolina)

Olho Midriase Miose
Aumento da secrecéo lacrimal,
Glandulas Sudorese nasal, salivar, brénquica e

pancreética

Coracdao/arteriolas

Aumento da frequéncia
cardiaca e respiratoria,
vasoconstricgao periférica,

arritmia ventricular

Diminuicéo da frequéncia
cardiaca, parada vagal, vaso

dilatacéo

Pulméao

Relaxamento da musculatura

brénquica

Broncoconstriccdo, aumento da

producdo de muco

Trato digestorio

Aumento da motilidade da
secrecao gastrica e pancreatica

e diminuicdo do ténus dos

esfincteres
Pele Palidez e piloerecdo  —emeeeeee-
Genitais e Priapismo
Mdsculo e Tremores, contracdes
SNC Ansiedade, tremores, estimula Excitacao ou inibicéo

a respiracao

Efeitos metabolicos

Aumento da glicemia, do acido
latico e do consumo de
oxigénio, diminuicédo da

potassemia

Aumento da amilase

Medula adrenal

Aumento da secrecéo de

adrenalina e noradrenalina

Fonte: Adaptado de Cupo et al., (2009).
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1.7.2 Quadro clinico sistémico

O surgimento de manifestacdes clinicas sistémicas em um acidente
escorpibnico € indicacdo de acidentes moderados e graves, sendo visualizadas
principalmente em criangas, podendo iniciar-se em poucos minutos, ou dentro de
poucas horas apés o acidente (DIAS et al., 2001; ROODT et al., 2003; VIDAL et al.,

2004; CAMPOLINA e DIAS, 2005; DIAZ et al., 2005).

Estudos utilizando animais de experimentacdo demonstraram que a peconha
do escorpido distribui-se muito rapidamente do sangue para os tecidos, sendo o0s
rins os primeiros 6rgdos a receberem esta sobrecarga, apresentando concentragdes
elevadas de peconha 15 minutos apds a injecdo desta em ratos, seguidos pelo
figado, pulmdes e coracéo (ALVES et al,. 2005).

As principais manifestacdes sistémicas verificadas nos casos de

escorpionismo estao descritas a sequir.

1.7.2.1 Manifestagbes Gastrointestinais

De acordo com Cupo et al. (2009) sialorréia, nduseas e vomitos sdo comuns
em acidentes escorpidbnicos humanos. De fato, foi observada por Waterman (1938);
Magalhdes (1946) e Campos et al. (1980) a presenca de sialorréia, lacrimejamento e

rinorréia em envenenamentos humanos causados por T. serrulatus.

Também é facilmente observada sialorréia intensa em camundongos a partir
da injecdo de peconha bruta de T. serrulatus (CATANZARO et al., 1978), além de
aumento no fluxo salivar e da secrecéo de calicreina, amilase, sédio e potassio em
glandulas submandibulares de ratos. Verificam-se ainda alteracdes morfolégicas
dessas glandulas tais como a presenca exacerbada de vacuolos e um reduzido
namero de granulos secretores a partir de injecdes intravenosa da peconha desta
espécie de escorpido, o que poderiam explicar a intensa presenca de sialorréia em
camundongos e ratos (CATANZARO et al., 1978; ANDRADE et al., 1981).
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Efeitos farmacoldgicos tais como despolarizacdo das membranas axodnicas e
a liberacdo de neurotransmissores (CATTERALL, 1980; FREIRE-MAIA, 1993)
podem explicar a presenca do lacrimejamento, coriza e intensa sialorréia induzida
por peconha de T. serrulatus no homem (WATERMAN, 1938; MAGALHAES, 1946,
CAMPOS et al., 1980), em camundongos e em ratos (CATANZARO et al., 1978;
ANDRADE et al, 1981). No entanto, é preciso considerar que a glandula
submandibular dos ratos também pode ser afetada pela acao direta das toxinas de
T. serrulatus sobre as proprias células secretoras (POSSANI et al. 1991;
CLEMENTE et al. 2002).

Um sintoma menos frequente, mas também observado em acidentes
escorpionicos é a diarréia, as vezes intensa, podendo juntamente com o vémito levar
a desidratacao, além disso, dor abdominal em célica, simulando quadro de abdome
agudo também é observado, sendo atribuido a acao toxica do veneno sobre o
pancreas (CUPO et al., 2009).

De fato, Catanzaro et al. (1978) e Novaes et al. (1982) investigaram os efeitos
no pancreas da "tityustoxina”, uma fracao heterogénea da peconha de T. serrulatus,
e demonstraram a capacidade de indugao de pancreatite aguda em seres humanos.
De acordo com Gonzaga (1979), Gabay e Kushner (1999) e Gallager et al. (1999), a
amilase é liberada durante este processo. Em um estudo hematoldgico realizado em
ratos injetados com peconha bruta de T. serrulatus, verificou-se aumento da
atividade da amilase e reducdo dos niveis de insulina, demonstrando que
provavelmente o pancreas tenha sido prejudicado (PINTO et al,. 2010a). Ratos
injetados com doses subletais de TsTx tiveram 0s niveis de amilase e creatina
quinase (CK) aumentados, porém ndo houve alteragdo dos niveis séricos de lactato
desidrogenase (LDH). Os niveis de aspartato aminotransferase (AST) aumentaram
muito mais apos administracdo de TSTX que nos animais tratados com peconha
bruta. Em pacientes sintomaticos humanos, os niveis de AST e CK foram altos
(SOFER e GUERON, 1988; SOFER et al., 1991; AMARAL et al., 1991 e HERING et
al., 1993).

A peconha de T. serrulatus induz alteracdes dos niveis plasmaticos de uréia e
creatinina em humanos, indicando danos sobre a fisiologia renal. De fato, testes

realizados em rim perfundido de rato demonstraram alteracdes renais como o
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aumento na pressao de perfusdo, taxas de filtracdo glomerular e fluxo urinario
reduzidos ap6s administracdo da peconha de T. serrulatus. Sugere-se que a ligacao
de componentes da peconha ao rim pode potencialmente provocar insuficiéncia
renal aguda em pacientes picados por escorpido, dependendo da quantidade de
peconha inoculada e da massa corporea do individuo (NUNAN et al,. 2003; ALVES
et al,. 2005).

A observacgdo de nauseas e principalmente vomitos abundantes em humanos
picados por escorpides € relatado por Cupo et al. (2009) como indicacdo da
gravidade do acidente, requerendo maior atencdo e cuidados médicos, pois essa
sintomatologia pode levar os acidentados a desidratacdo e consequentemente ao

desequilibrio eletrolitico.

1.7.2.2 ManifestacOes Respiratérias e Cardiocirculatorias

Cupo et al. (2009) relatam a presenca de rinorréia, tosse, espirros, estertores
pulmonares e sibilos, além de taquipnéia e hiperpnéia que, geralmente, aparecem
rapidamente apdés a picada e, ao passar do tempo, podem agravar-se devido ao
aumento da secrecao pulmonar e, em casos mais graves, pode ocorrer bradipnéia e

respiracao suspirosa.

As manifestacdes e anormalidades cardiovasculares e histologicas do
envenenamento escorpibnico tém sido relacionadas aos niveis elevados de
catecolaminas e acetilcolina circulantes, suscitados por um efeito direto da pegonha
sobre 0 sistema nervoso simpatico e adrenais (CARDOSO et a.l, 2009;
CHOUDHURY e GANGULY, 1978; BAWASKAR, 1982; GUERON e OVSYSHCHER,
1984). De fato, Novaes et al. (1982) demonstraram que toxinas de T. serrulatus
atuam indiretamente sobre a funcdo pancreatica, estimulando a liberacdo de

acetilcolina nos terminais nervosos pancreéticos.

Bouaziz e colaboradores (1996), estudando 104 casos graves de
escorpionismo, verificaram alteracdes no eletrocardiograma (ECG) de 84 desses

pacientes, como por exemplo: taquicardia sinusal (65), bradicardia e arritmia sinusal
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(9), blogueio auriculoventricular (13), mudangas do segmento ST (53) intervalo QT
prolongado (LQT) (51), entre outras alteracfes, que ocorreram em até 3 horas apos
0 envenenamento, porém, mais frequentemente entre 10 e 16 horas apds o

acidente.

Recentemente, Pinto e colaboradores (2010b) realizaram um estudo com
ratos jovens utilizando a peconha de T. fasciolatus e verificaram, por meio de ECG,
vérias alteracdes como: arritmia sinusal, aceleracdo cardiaca, paralisacdo atrial,
além de desequilibrio eletrolitico e bloqueio atrioventricular de 1° e 2° graus. A
histologia cardiaca apresentou-se sem alteracdes, no entanto, foi verificado niveis

plasmaticos elevados de CK e CK-MB, indicando alteracées em tecido cardiaco.

1.7.2.2.1 Edema Pulmonar Agudo

A presenca de edema pulmonar agudo em pacientes vitimas de acidentes
escorpidnicos € bastante comum e documentada, sendo esta a principal causa de
Obito nestes agravos (GUERON et al., 1967; GUERON e YARON, 1970; CAMPOS
et al., 1980; FREIRE-MAIA e CAMPOS, 1989; MAGALHAES et al., 2000).

De fato, Razi e Malekanrad (2008) documentaram a presenca de edema
pulmonar agudo assimétrico 4 horas apos picada de escorpido (Odontobuthus

doriae) em uma crianca de 12 anos previamente saudavel.

O edema pulmonar pode se desenvolver dentro de 30 minutos a trés horas
apos o acidente, provavelmente devido a disfuncdo miocardica. Deste modo, o
desenvolvimento de sintomas associados ao edema pulmonar pode surgir muito
rapidamente e a presenca de taquipnéia ou tosse intratdvel na admissdo do paciente
podem ser sinais de edema pulmonar em evolucdo (RAZI e MALEKANRAD, 2008).

De acordo com Silva et al. (2005), a patogénese do edema pulmonar induzido
pela peconha escorpibnica é muito complexa sendo decorrente de mecanismos
cardiogénicos e nao cardiogénicos. Um possivel mecanismo de patogenia é a
insuficiéncia ventricular esquerda aguda que pode ser desenvolvida como

consequéncia da liberacdo macica de catecolaminas ou dano miocardico induzido
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pela peconha. Além disso, foi relatado que a estimulacdo dos receptores alfa pode
levar a supresséo da secrecédo de insulina que leva a hiperglicemia, a hipercalemia e
ao acumulo de acidos graxos, o que pode danificar o coracdo e consequentemente
induzir o surgimento de edema pulmonar (GUERON e YARON, 1970; FREIRE-MAIA
et al., 1978; GUERON et al., 1980; JOY, 2009).

Deste modo, seria facil concordar que o edema pulmonar agudo depende de
uma descarga simpética-adrenal induzida pela peconha para ser instalado (FREIRE-
MAIA et al.,, 1978). Gueron e llia (1996) sugeriram que o edema pulmonar
cardiogénico se origina do grave comprometimento da funcao sistélica ventricular
esquerda. Realmente, achados clinicos tém demonstrado claramente disfuncéo
ventricular esquerda em pacientes com edema pulmonar agudo apés
envenenamento escorpionico. Essa disfuncdo tem sido atribuida ao aumento
abrupto no ventriculo esquerdo devido a liberagcdo macica de catecolaminas induzida
pela peconha escorpidnica (FREIRE-MAIA et al., 1978; FREIRE-MAIA e CAMPOS,
1989; AMARAL et al., 1991, 1993, 1994; HERING et al., 1993; CUPO et al., 1994;
ABROUGH et al., 1995; BUCARETCHI et al., 1995).

Também foi sugerido que o edema pulmonar pode resultar de um aumento da
permeabilidade vascular pulmonar produzida por substancias vasoativas liberadas
pela peconha (DE MATOS et al., 2001).

A injecdo da peconha de T. serrulatus em ratos induziu um aumento
significativo da permeabilidade vascular do pulm&o devido a liberagcdo de

prostaglandina E2, leucotrieno B4 e tromboxane A2 (De Matos et al., 2001).

Freire-Maia e Matos (1993) estudaram o mecanismo fisiopatolégico do edema
pulmonar agudo induzido por peconha de T. serrulatus e mostraram que a injecao
de heparina em ratos ndo impediu a hipertenséo arterial causada pela peconha, mas
impediu o surgimento do edema pulmonar. Isto sugere que a hipertenséao arterial
isoladamente ndo induz uma insuficiéncia cardiaca aguda suficiente para causar um
edema pulmonar e que a acao inibitéria da heparina pode estar relacionada a uma

diminuicado da permeabilidade vascular nos pulmdes.
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1.7.2.3 Manifestacbes Neuroldgicas

Apesar dos poucos relatos encontrados na literatura, a acdo da peconha
escorpionica sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) tem sido negligenciada
principalmente devido ao entendimento comum de que os peptideos neurotdxicos
presentes na peconha nao atravessam a barreira hemato-encefalica. Contudo,
ataques epilépticos sintomaticos agudos sdo por vezes observados como sintomas
clinicos (até 5% dos individuos), o que sugere que uma quantidade pequena de
toxinas € capaz de atingir o SNC de individuos com a barreira hemato-encefalica
plenamente desenvolvida ou ndo (CLOT-FAYBESSE et al., 2000). De fato, estudos
realizados em camundongos recém-nascidos, com uma barreira hemato-encefalica
subdesenvolvida, demonstraram a presenga da neurotoxina Aahll isolada do
escorpido Androctonus australis no sistema nervoso central destes mamiferos apos
injecdo sistémica (CLOT-FAYBESSE et al.; 2000).

Juhng e colaboradores (1999) mostraram que injecoes
intracerebroventriculares (icv) de TsTX-K e K-PiTx em ratos, produziram convulsées
tbnico clonicas que se tornaram crises mais severas no decorrer da primeira hora
apos a injecdo, culminado em atividade convulsiva continua (status epiléptico),

extensao dos membros posteriores e eventualmente a morte.

Também foi verificado que injecbes da peconha de T. serrulatus no liquido
intracerebroventricular induziram convulsdes e alteracdes na atividade elétrica
cerebral (SANDOVAL e DORCE, 1993).

De fato, Carvalho e colaboradores (1998) estudaram os efeitos de micro-
injecbes hipocampais de Ts-8F, uma neurotoxina isolada da peconha de T.
serrulatus e verificaram alteracdes comportamentais, convulsdes e degeneracéo
neuronal em ratos e sugeriram que esta toxina possa estar relacionada aos efeitos
epilépticos observados com a peconha bruta. Tremores, contracdes musculares,
agitacdo psicomotora e mioclonias, cefaléia e convulsbes causadas por
encefalopatia hipertensiva, e hemiplegias relacionadas com infarto cerebral tém sido
descritos nos acidentes envolvendo humanos, porém, muito raramente (CUPO et al.,
2009).
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Recentemente, Derkaoui e colaboradores (2011) descreveram um acidente
escorpiénico, no qual foi vitima uma crianca de nove anos, que, apos 20 minutos do
acidente apresentou sudorese intensa, dor abdominal, vémitos e priapismo, estando
clinicamente consciente, eupnéica, agitada, afebril e hemodinamicamente estavel,
com pressao arterial em torno de 110/60 mmHg. No entanto, ap6s 24 horas do
acidente, a crianga apresentou uma hemiplegia direita e paralisia facial. Apos
realizacdo de tomografia computadorizada e de ressonancia magnética, foi
constatado um acidente vascular cerebral (AVC) superficial da artéria cerebral média
esquerda, confirmando que a peconha escorpidnica € capaz de causar alteracdes

neuroldgicas.

1.8 Classificacédo do Escorpionismo

O escorpionismo pode ser classificado, para fins de orientacdo terapéutica e
prognostico, como leve, moderado e grave, de acordo com a intensidade dos
sintomas clinicos apresentados pelos pacientes (QUADRO 1).

Cabe ressaltar que a gravidade dos casos depende da espécie e do tamanho
do escorpido, da quantidade de peconha inoculada, da idade do paciente e da sua
sensibilidade. A idade do paciente vitima de escorpionismo € sem duavida
considerado um fator de risco, pois de acordo com Cupo et al. (2009) de cada 100
criangas com até 7 anos picadas por escorpido, 20 evoluem com quadros graves,

mesmo quando tratadas corretamente.

Algumas pessoas sao alérgicas a peconha dos escorpides e nestes casos,
consequéncias muito graves, inclusive a morte pode ocorrer rapidamente, sem haver
relacdo com a toxicidade da peconha. Mortes ocorridas por envenenamentos
causados por espécies de escorpidao sem importancia médica resultaram em choque
anafilatico induzido por alergia (REZENDE, 1994; CARDOSO et al., 2009).

OLIVEIRA, F. N.



Quadro 1 — Classificacéo e tratamento do escorpionismo

56

Leve Moderado Grave
- Dor local imediata | - Todos os sintomas | - Manifestacfes sistémicas
(queimacéo ou | locais ja citados; bastante  evidentes e
agulhada), intensas (vémitos,

acompanhada ou néo

de parestesias;

- Manifestactes
sistémicas sem muita

intensidade (sudorese,

sudorese generalizada e
abundante, agitacéo

alternada com sonoléncia,

- Ocasionalmente e | nduseas, vomitos, | . . .
hipotermia,  taqui- ou
discretamente (vomito, | hipertenséo arterial, . . . ~
bradicardia, hipertenséo
taquicardia e agitacdo). | taquicardia, taquipnéia , i
. gitacao) . auip arterial, taqui- e
e agitacao). . .
gitagdo) hiperpnéia, tremores e
espasmos musculares).
Quadro Clinico
- Choque cardiocirculatério
e edema agudo pulmonar,
principais causas de 0Obito.
Soroterapia*
antiescorpiénico
ou
antiaracnidico Sem indicacédo 4 8

(n° de ampolas)

* A via de administracdo do Soro antiescorpidnico € intravenosa, 0 soro é administrado sem

diluicdo e correndo durante 15 a 30 minutos. Em casos moderados a soroterapia € indicada apenas

para criangas abaixo de 7 anos por constituirem grupo de risco. Adaptado de Cupo et al. (2009)
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2 RELEVANCIA CIENTIFICA

De acordo com Lira-da-Silva et al. (2000), o estudo sobre a pegonha de
escorpides e o respectivo envenenamento no Brasil comecgou no inicio do século por
Maurano e Vital Brazil, seguidos de Magalhdes e Tupinambd, todos na regido
Sudeste que ja apresentava grandes percentuais de acidentes e 6bitos causados
por este agravo.

Recentemente, o SINAN (2010) divulgou os numeros referentes as picadas
por escorpido no Brasil em 2009, com 48.333 casos e, apenas no primeiro semestre
de 2010, ja foram notificados 23.561 acidentes deste tipo. Esses numeros colocam o
Brasil em estado de alerta, pois ultrapassam a quantidade de acidentes causados
por serpentes que ha muitos anos é considerado um problema de saude publica.

A gravidade e o 6bito no escorpionismo estiveram até hoje associados com
maior frequéncia ao T. serrulatus e ocorridos em criangcas abaixo de 14 anos. A
principal causa dos 6bitos tem sido o edema agudo pulmonar, que € uma alteracao
bastante documentada e comprovada em relatos clinicos, bem como em pesquisas
com animais, sempre com escorpides provenientes da regido Sudeste (CAMPOS et
al., 1980; FREIRE-MAIA e CAMPOS, 1989; GUERON e YARON, 1970; GUERON et
al., 1967; DE MATOS et al., 1997: MAGALHAES, 1999).

Na Bahia, a espécie T. serrulatus foi responséavel por 28,8% dos acidentes
escorpidnicos no periodo de 1982-2000 e, dentre esses, 75% foram considerados
moderados ou graves (SILVA et al., 2005). Na cidade de Salvador, para o mesmo
periodo, T. serrulatus foi responsavel por uma percentagem menor de acidentes
(13,4%) e de maior gravidade (10,8%) (LIRA-DA-SILVA et al., 2009).

O que mais chamou a atencédo no Estado da Bahia foi que, mesmo com um
alto indice de acidentes escorpidnicos causados por T. serrulatus, e esses acidentes
sendo considerados moderados e graves, poucos Obitos foram registrados nessa
regido em relacéo a regido Sudeste. Posteriormente, foi demonstrado por Silva et al.

(2005) que espécimes de T. serrulatus provenientes do Estado da Bahia produziam

OLIVEIRA, F. N.



58

uma quantidade de peconha menor, com baixa toxicidade e que n&o induz edema

pulmonar quando comparados com a mesma espécie de outras regides do pais.

No Distrito Federal, segundo a Diretoria de Vigilancia Ambiental (DIVEP)
(2006) grande parte dos acidentes escorpionicos ocorridos sdo causados por T.
serrulatus e a grande maioria dos acidentes sao leves, sendo verificada a auséncia
de acidentes graves e de sintomas que pudessem levar 0s pacientes a 6bito como o
edema pulmonar. Entre o periodo de 2000 a 2006, foram registrados 1.073
acidentes no DF, destes, 13 atingiram crian¢as de até 10 anos e 13 idosos com mais

de 50 anos, sem registros de Obitos nesse periodo.

Diante do exposto, tornou-se necessario e bastante importante a avaliacdo da
toxicidade da peconha de espécimes de T. serrulatus procedentes do Distrito
Federal, comparando-a com a toxicidade da pe¢onha de espécimes do Sudeste.
Uma vez que o surgimento do edema pulmonar é um sintoma que indica gravidade e
que geralmente esta relacionado ao Obito nesses agravos, fez-se necessario
também avaliar a capacidade de inducdo deste edema por parte da peconha de

espécimes de T. serrulatus procedentes do Distrito Federal.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar e investigar a toxicidade da
peconha de espécimes de T. serrulatus procedentes do Distrito Federal e de Minas
Gerais por meio da determinacdo da DLsg e efeitos da peconha em camundongos, e
a capacidade de inducdo de edema pulmonar agudo e alteracdes em tecidos

cardiacos e pulmonares de ratos

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Apos injecdes de peconha de T. serrulatus procedente do DF e de MG:

» Determinar e comparar as doses letais 50% (DLsp) em camundongos (Mus

musculus);

» Observar e comparar as alteracoes apresentadas pelos camundongos (Mus

musculus);

» Avaliar, em ratos (Rattus norvegicus), a capacidade de inducéo de edema

agudo pulmonar;

» Visualizar e comparar por meio de andalise morfoldgica os pulmbes e

coracOes de ratos (Rattus norvegicus);

» Verificar alteracfes nas dosagens séricas de Creatina Quinase (CK) e de

sua isoenzima (CK-MB) em ratos (Rattus norvegicus);

» Verificar alteracbes na permeabilidade vascular pulmonar de ratos (Rattus

norvegicus);
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» Realizar contagem de leucdcitos totais no lavado bronco alveolar pulmonar

de ratos (Rattus norvegicus);

» Fracionar a peconha de T. serrulatus das duas populacbes estudadas, por

meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DOS ESPECIMES DE ESCORPIAO

No Distrito Federal, os espécimes de T. serrulatus foram coletados no campus
da Universidade de Brasilia (n=50) por meio de busca ativa realizada durante o dia
com autorizagcdo do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Renovaveis) por meio de licenca permanente para coleta de material zoolégico n°
19138-1. Também foram recebidos espécimes de T. serrulatus (n=10) doados pela
DIVAL (Divisao de Vigilancia Ambiental), da Secretaria de Saude do Distrito Federal
que possui um convénio firmado com a Prof® Elisabeth F. Schwartz. No total foram
obtidos 60 escorpides e todos foram identificados com base em caracteristicas

descritas para esta espécie.

Com o intuito de diminuir variagbes na peconha relacionadas a idade dos
animais utilizados nos experimentos, os mesmos foram capturados em sua fase

adulta, medindo entre 5 e 7 cm.

A peconha de T. serrulatus procedente de Minas Gerais foi gentilmente
cedida pela Dra Consuelo Latorre Fortes-Dias, da Fundagdo Ezequiel Dias, Belo

Horizonte, Minas Gerais.

4.2 MANUTENCAO EM CATIVEIRO

Os escorpides coletados no Distrito Federal foram mantidos no biotério do
Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia e acondicionados em terrarios
plasticos individuais (com abertura superior para ventilagdo interna) contendo
substrato natural (fragmentos de rochas e terra argilosa).

Os escorpides foram alimentados a cada 15 dias com baratas vivas

(Leurolestes circunvagans) e receberam, diariamente, agua a vontade.
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4.3 EXTRAGAO DA PECONHA

Imediatamente apdés a chegada dos escorpides no biotério, foram realizadas
as extragbes da peconha por meio de estimulagdo elétrica, conforme mostra a
Figura 4.

Figura 4: Extracdo da pegonha de T. serrulatus por estimulacéo elétrica. A seta vermelha indica a

gota de peconha obtida.

Os procedimentos para a extragdo foram 0s seguintes: cada escorpido foi
tomado pelo 3° ou 4° segmento metassomal utilizando-se de uma pinca de
dissecacao e mergulhado em agua para limpeza do telson; em seguida o telson do
animal foi estimulado com choques de 10 V em intervalos médios de 5 segundos,
ndo ultrapassando 5 choques por animal a fim de ndo produzir dano a glandula
produtora de pecgonha. O propoésito dos choques foi contrair os musculos da
glandula, fazendo com que a peconha fosse liberada pelo animal dentro de um tubo
tipo eppendorf. Tal procedimento foi realizado com intervalos de 30 dias entre uma
extracdo e outra, respeitando um periodo de 15 dias entre a ultima alimentacéo e a
extracdo a fim de se obter uma maior quantidade de peconha. Posteriormente, a
peconha coletada foi ressuspendida em agua super pura (Milli Q®) e, em seguida, o
material foi seco a vacuo e armazenado a uma temperatura de -20<C.

Foi obtido um total de 72 mg de pe¢onha ao longo de varias extracfes e
constituiu um pool Unico que foi utilizado em todos os experimentos.
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A peconha de T. serrulatus procedente da populacdo de Minas Gerais
também foi extraida por estimulacédo elétrica e um pool de 10 mg de peconha foi

utilizado nos experimentos.

4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE

4.4.1 Determinacédo da Dose Letal 50% (DL s50)

A toxicidade da peconha de T. serrulatus foi avaliada de acordo com Finney
(1971) por meio da determinacdo da dose letal 50% (DLsp) em camundongos, dose

capaz de matar 50% dos animais testados.

Os camundongos foram fornecidos pelo biotério central da Universidade de
Brasilia e mantidos em Biotério proprio para estes animais no Instituto de Biologia da
mesma instituicdo por um periodo de aclimatacéo (24 h), com livre acesso a agua e
a racdo balanceada Labina da Purina®, e mantidos com ciclo claro/escuro de 12/12

h e controle da temperatura e da umidade do ambiente.

Para o desafio, foram realizados dois experimentos: o primeiro utilizando a
peconha de T. serrulatus procedente de Minas Gerais (TS-MG) e o segundo
utilizando a peconha de T. serrulatus procedente do Distrito Federal (TS-DF). Em
cada experimento foram utilizados 72 camundongos (Mus musculus) albinos e

machos, pesando entre 20-22 g, distribuidos randomicamente em 9 grupos.

Para a determinacao da DLsy da peconha de T. serrulatus procedente de MG
em camundongos (n=8), foram testadas as doses 5,8; 11,6; 17,4; 23,2; 34,8; 46,4,
58 e 72 ug / camundongo de 20 g i.p. A DLsg da peconha desta espécie (23,2 ug /
camundongo) foi anteriormente determinada por Nishikawa et. al. (1994) e por este
motivo esta dose foi a primeira a ser testada e as demais foram definidas a partir

desta.

OLIVEIRA, F. N.



64

Para a determinacao da DLsp da peconha de T. serrulatus proveniente do DF
em camundongos (n=8) foram testadas as doses 14; 26; 36; 50; 60; 70; 80 e 90 ug /
camundongo de 20 g i.p. A primeira dose testada foi 50 yug / camundongo, o
correnpodente ao dobro da DLsg obtida para a pegconha de T. serrulatus procedente

de MG. As demais doses foram definidas a partir desta.

Nos dois experimentos citados, os animais foram comparados a animais

controle (n=8) que receberam apenas 100 uL de solucéo salina i.p.

A taxa de sobrevivéncia dos animais foi observada até 24 e 48 h apés a
inoculacdo da peconha. Ao final do experimento os animais sobreviventes foram

eutanasiados com super dosagens de pentobarbital sodico (cerca de 75 mg/kg).

4.4.2 Determinagao dos Efeitos da Pegonha

As peconhas de TS-MG e TS-DF foram avaliadas quanto a capacidade de

induzir alteragbes comportamentais e fisioldgicas visiveis em camundongos.

Para o desafio, todos os grupos de camundongos que fizeram parte do
experimento da determinacdo da DLs, foram observados durante as primeiras trés
horas deste experimento. Foram consideradas alteracdes comportamentais e
fisiologicas, aquelas visiveis nos animais que receberam peconha e ausentes nos

animais que receberam solucéo salina.

Antes do desafio foram definidas algumas alteragbes comportamentais e
fisiologicas para facilitar a identificagdo das mesmas nos camundongos testados
(TABELA 7).
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Tabela 7: Definicao das alteracdes comportamentais e fisioldgicas

Alteragcdes Definicéo
Ataxia Marcha cambaleante acompanhada de desequilibrio postural
Convulsdes Contracdes musculares desordenadas, bruscas, violentas e
generalizadas
Dispnéia Dificuldade respiratéria
Espasmos Contracgédo involuntaria e brusca de pequenos grupos

Hipersensibilidade
Hiperatividade
Hipoatividade
Sudorese intensa
Lacrimejamento
Movimentos da
calda

Piloerecao
Priapismo
Prostacao
Defecacgéo
Sialorréia

Morte

musculares

Reacao brusca a estimulos

Exacerbacdo dos movimentos normais do animal
Diminuigao dos movimentos normais do animal
Producéo e liberacdo excessiva de suor
Producéo e liberacédo excessiva de lagrimas

Movimentos ondulatérios em forma de espiral

Erecao dos pélos corporeos

Erecao prolongada do pénis sem estimulacao sexual
Enfraquecimento e perda da mobilidade normal
Liberagao excessiva e descontralada dos excrementos
Producéo e liberacédo excessiva de saliva

Cessar definitivo de todas as atividades fisiologicas

4.5 AVALIACAO DA INDUCAO DE EDEMA AGUDO PULMONAR

A avaliacdo da capacidade de inducdo do edema agudo pulmonar foi

adaptada e fundamentada nos meétodos desenvolvidos por

De Matos e

colaboradores (1999, 2001).

A espécie de rato Rattus norvegicus foi escolhida para esse experimento em

lugar da espécie de camundongo Mus musculus, pois estudos demonstraram que

esta ultima representa um excelente modelo para estudos de toxicidade e de

manifestacdes clinicas, porém, em relacdo a fisiopatologia do envenenamento essa
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espécie ndo se mostrou a ideal, pois as alteracdes histolégicas observadas no
pulméo de camundongos nao se correlacionam com aquelas observadas em ratos e
em seres humanos (MAGALHAES et. al, 1998).

Foram utilizados 18 ratos (Rattus norvegicus, 230-250 g) albinos e machos,
divididos em trés grupos. Os ratos do grupo 1 (n=6) receberam, na veia caudal, o
equivalente a 0,5 mg / kg (120 ug por rato de 240 g) de peconha de TS-MG diluido
em 200 pL de solugéo salina 0,5%); os ratos do grupo 2 (n=6) receberam na veia
caudal o equivalente a 0,5 mg / kg (120 ug por rato de 240 g) de peconha de (TS-
DF) diluido em 200 pL de solucéo salina 0,5%); os ratos do grupo 3 (Controle) (n=6)

receberam na veia caudal 200 pL de solucéo salina 0,5%.

Antes do desafio, os animais foram anestesiados com uma associagdo de
cloridrato de xilazina e quetamina na dose de 10 mg / kg e 75 mg / kg,

respectivamente, via intraperitoneal.

Os ratos utilizados no experimento foram fornecidos pelo biotério central da
Universidade de Brasilia e foram mantidos em Biotério proprio para estes animais no
Instituto de Biologia da mesma instituicdo e acondicionados sob as mesmas
condicoes j& descritas para os camundongos.

Apos 1 h da injecdo da peconha, os animais foram eutanasiados com super

dosagens de pentobarbital sédico, cerca de 75 mg / kg, via intraperitoneal.

Os animais foram dissecados e em seguida foi realizada a retirada dos blocos
coracao e pulméo de cada animal. Os pulmdes foram imediatamente pesados e a
presenca de edema agudo pulmonar foi determinada de acordo com Magalhaes e
colaboradores (1998) por meio da férmula:

EAP = Massa do Pulmao x 100
Massa corporea

A presenca de atividade edematogénica pulmonar foi avaliada por meio de
diferencas entre a EAP obtida de animais injetados na veia caudal com peconha (0,5
mg/kg em 200 pL de salina) e a EAP obtida nos animais do grupo controle, injetados

com solucéo salina 0,5% (200 pL) pela mesma via.
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Posteriormente, os pulmbes e os coracdes de todos os animais foram

acondicionados em solucéo de formol 10 %.

4.5.1 Preparacdo dos Orgdos Para Andlise Morfologic  a

Os pulmdes e coracbes foram fixados em solucdo de formol 10 % por no

minimo 48 h.

ApOs esse periodo, os pulmdes direito e esquerdo foram separados e o
coracao dividido ao meio com intuito de um melhor processamento dos tecidos. O
material foi acondicionado em capsulas histolégicas e preparado em um
processador automatico digital da LUPE® modelo PTO5 de 12 cubas (S&o

Carlos/SP), seguindo-se as etapas descritas abaixo.

Etapa 1: Desidratacao

O principal objetivo desta primeira etapa foi a retirada de toda a agua do
tecido, realizada por meio de banhos de etanol em concentragdes crescentes: 12
cuba contendo solucao de etanol a 50%, 22 cuba a 60%, 32 a 70%, 42 a 80%, 52 a
90%, 62 e 72 cubas contendo etanol a 99,8%. Os tecidos foram incubados em cada

solucéo por 1 h.

Etapa 2: Clareamento ou Diafanizacao

Nesta etapa os tecidos foram incubados nas 82 e 92 cubas em xilol absoluto

por 1 h em cada cuba.

Etapa 3: Impregnacao

Nesta etapa, os tecidos foram mergulhados em duas cubas contendo parafina
a 60 °C por um periodo de 1 h com a finalidade de preencher os espacos deixados

pela agua que havia sido anteriormente retirada.
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Em seguida, os tecidos foram incluidos individualmente em blocos de parafina
a uma temperatura de 60 °C e, posteriormente, acondicionados a 4 °C por, no
minimo, 10 min com o intuito de solidificar a parafina com mais rapidez e torna-la

menos quebradica.

ApOs esse periodo, o material foi cortado a uma espessura de
aproximadamente 4 ym com o auxilio de um micrétomo da marca Spencer® modelo
820. Foram realizados dois cortes transversais de cada amostra de tecido. Os cortes
foram colocados em agua a 60 °C para retirada da parafina e imediatamente
colocados em laminas de vidro para microscopia (26 x 76 x 1 mm). Em seguida,
foram aquecidos a 60 °C em estufa por um periodo minimo de 10 min para

aderéncia do tecido a lamina.

Posteriormente, as laminas foram submetidas ao processo de coloracdo com
hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram banhadas durante 4 min em
hematoxilina (solugédo de 5 g de hematoxilina; 50 mL de alcool etilico absoluto; 100 g
de alimen de potéssio; 2,5 g de O2Hg e 1 L de H20) e, em seguida, quando
necessario, lavadas abundantemente em agua corrente para retirada do excesso do
corante e posteriormente mergulhadas em solucéao de alcool acido 1% (etanol a 70%
e HCIl a 1%) e lavadas em agua amoniacal 1% (NH,OH a 1%), antes de serem
coradas com eosina (100 mL de eosina; 10 mL de floxina béasica; alcool etilico a 95
% e 4 mL de &cido acético), por 3 min. Finalmente, foram desidratadas em 4 baterias
de alcool etilico absoluto e diafanizadas em 4 baterias de xilol absoluto. Ao final da
coloragdo, as laminas foram montadas em laminulas (24 x 32 mm) com o auxilio de

um meio para montagem rapida de microscopia (Entellan®)

As laminas foram examinadas em um microscopio de luz pela Professora Dra.
Fabiana Pirani Carneiro, sem que a mesma tivesse qualquer conhecimento prévio

dos tratamentos recebidos pelo material analisado.

Posteriormente, o material foi classificado de acordo com De Matos et. al.,

(1997) com algumas adaptacdes, conforme descrito a seguir:

Tecido _normal: ndo apresentou nenhuma alteracdo morfolégica quando

comparado ao grupo controle;
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Edema pulmonar leve: normalmente irregular, sub-pleural, com pouco

extravasamento de plasma;

Edema pulmonar moderado: multifocal, com grande extravasamento de

plasma;

Edema pulmonar _grave: intersticial e difuso (intra-alveolar) em todos os

I6bulos pulmonares, por vezes associado com focos hemorragicos.

As etapas de preparacdo dos tecidos foram realizadas no Laboratério de
Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia e as analises
morfolégicas realizadas pela Professora Dra. Fabiana Pirani Carneiro que nao

possuia conhecimento prévio do material analisado.

4.5.2 Coletas de Sangue e dosagens séricas de Creat ina Quinase
(CK) e de sua isoenzima CK-MB

Todos os animais utilizados no experimento de inducdo de edema pulmonar

também foram submetidos a coleta de sangue apos 1 h do tratamento.

A coleta foi realizada com uso de micropipetas, apos a seccdo dos vasos
cervicais dos animais. As amostras foram armazenadas em tubos sem
anticoagulantes e imediatamente centrifugadas a 20000 g por 20 min a 10 °C. O

sobrenadante foi separado e congelado a -20 °C.

Posteriormente, o sobrenadante congelado foi utilizado para dosagens séricas
de CK de acordo com as instrugdes do kit CK-NAC Liquiform Ref. 117 (Labtest®) e
CK-MB de acordo com as instrugdes do kit CK-MB Liquiform Ref. 118 (Labtest®),
ambos, séo utilizados para determinagdo quantitativa da atividade de CK e CK-MB

em modo cinético em soro ou plasma humano.

Diferencas observadas nas dosagens séricas de CK e CK-MB de ratos que
receberam injecdes de peconha em comparacdo com as dosagens seéricas de ratos
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que receberam apenas solucdo salina foram assumidas como altera¢cdes nos niveis

séricos dessas enzimas.

4.5.3 Avaliagdo das Alteracdes da Permeabilidade Va  scular

Alteracbes na permeabilidade vascular a proteinas séricas foram analisadas
usando a técnica de Azul de Evans (AE). Esta técnica baseia-se na propriedade que
o corante (AE) possui de se combinar com a albumina sérica e com isso extravasar
no caso de haver alteracdes na permeabilidade vascular. Desta forma, a presenca
do corante no liquido intersticial constitui uma evidéncia da saida de albumina dos
vasos para o tecido estudado e consequentemente do aumento da permeabilidade
vascular (SARIA E LUNDBERG, 1983; DE MATOS et al., 1999; DE MATOS et al.,
2001).

Para tal procedimento foram utilizados 18 ratos (Rattus norvegicus) pesando
entre 230-250 g albinos e machos, divididos em trés grupos: Antes do desafio os
animais foram anestesiados com uma associacdo de cloridrato de xilasina e

guetamina nas doses de 10 mg/kg e 75 mg/kg, respectivamente.

Grupo TS-MG (n=6) recebeu, pela veia caudal, o equivalente a 0,5 mg / kg de
peconha de T. serrulatus proveniente de Minas Gerais diluida em 200 uL de solucéo
salina 0,5 %, 5 min apos ter recebido através da mesma via 20 mg / kg de AE diluido

em 100 pL de solucéo salina;

Grupo TS-DF (n=6) recebeu, pela veia caudal, o equivalente a 0,5 mg / kg de
peconha de T. serrulatus proveniente do Distrito Federal diluido em 200 yL de
solucédo salina 0,5 %, 5 min apds ter recebido através da mesma via 20 mg / kg de

AE diluido em 100 uL de solucao salina;

Grupo Controle (n=6) recebeu pela veia caudal, 200 pyL de solucéo salina 0,5
%, 5 min apds ter recebido através da mesma via 20 mg / kg de AE diluido em 100

ML de solugao salina.
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Apés uma hora da inje¢cdo da peconha ou solucdo salina os animais foram
eutanasiados com overdose de pentobarbital sédico (75 mg/ kg i.p.).

ApOs a morte dos animais, a traquéia foi fechada com auxilio de uma pinca
cirirgica e por meio de um escalpe inserido no sentido dos brénquios e, com o
auxilio de uma seringa, foi realizada uma lavagem bronco-alveolar (LBA), utilizando-
se de 200 pL de solucéo salina 0,5 %. A solucéo salina foi injetada e recolhida por
trés vezes em cada rato. O fluido do LBA foi centrifugado (2.500 g por 7 min) e 0
sobrenadante utilizado para quantificacdo do AE. O bloco coracgéo-pulmao foi
retirado e os pulmdes também foram utilizados para quantificacdo do AE.

Os pulmdes foram cortados, picados, colocados em 2 mL de formol a 10 % e

incubadas sem homogeneizacéo a 40 °C por 24 h.

A quantificacdo do AE nos pulm®es e no LBA foi realizada utilizando-se de um
espectrofotometro Shimadzu® modelo UV 1800 a um comprimento de onda de 620
nm. Niveis elevados de AE nos pulmdes e no LBA de ratos que receberam injecdes
de peconha em relacdo aos obtidos de ratos que receberam apenas injecdes de
solucdo salina foram assumidos como alteracbes na permeabilidade vascular

pulmonar.

4.5.4 Contagem Total de Leucdcitos

O pellet obtido do LBA foi ressuspendido em 1 mL de solucdo salina em
tampao fosfato de sodio 0,1M contendo albumina bovina 3 %. Uma aliquota de 20 ul
foi diluida em solucéao de Turk (0,5 % de azul de metileno em 30 % de acido acético
glacial) 1:20 v:v e utilizada para contagem. A contagem total de leucécitos foi
realizada em uma camara de Neubauer utilizando-se de um microscépio Optico em
uma objetiva de imersdo (100 X). Os leucdcitos foram quantificados nos quatro
quadrados externos A, B, C e D da camara de Neubauer. Cada quadrado é
subdividido em 16 quadrados de 1/16 mm? de &area. A area total da contagem é a de

64/16 mm?. A altura entre o reticulo gravado na camara e a parte inferior da laminula
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é de 1/10 de mm. O volume total serd, portanto, igual a 64/16 mm? x 1/10 = 64 /160
mm? (V = 2/5 mm?®). O nimero total de leucécitos foi obtido através da formula:

NUmero de leucécitos /mm 2= A , teremos A =Ax50
DxV 1/20 x 2/5

Onde: A = total de leucdcitos contados nos quatro quadrantes, D = diluicdo utilizada
e V = volume onde foi realizada a contagem, onde D e V sao constantes.

4.6 PERFIL CROMATOGRAFICO DA PECONHA DE T. serrulatus
PROCEDENTE DE MINAS GERAIS E DO DISTRITO FEDERAL

As peconhas de TS-MG e TS-DF (1 mg de cada) foram separadamente
ressuspendidas em 250 pL de TFA 0,12% (v/v) em agua super pura (Milli-Q®) e

submetidas a centrifugacéo por 15 min a 21.000 g.

Os sobrenadantes obtidos foram fracionados em Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) utilizando-se de uma coluna de fase-reversa C18 analitica

(Phenomenex), previamente equilibrada em TFA 0,12 % (v/v) em agua super pura

(Milli-Q®).

A cromatografia foi realizada mediante um gradiente linear de 0 % de solvente
A (0,12 % TFA em agua Milli-Q) a 60 % de solvente B (Acetonitrila com TFA 0,1%

(v/v)), executada em 60 min sob um fluxo de 1 mL / min e detecg¢éo a 230 nm.

Os perfis cromatograficos foram obtidos sob as mesmas condi¢cdes e no
mesmo dia para evitar variagdo externa. Foram realizadas duas cromatografias com
a peconha de cada populagao de T. serrulatus, a fim de verificar a reprodutibilidade

dos fracionamentos.
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4.7 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Previamente, o projeto de estudo contendo todos os procedimentos
experimentais foi submetido a apreciagdo do Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, tendo sido
avaliado e aprovado sob UnBDOC n° 133424/2009 (ANEXO A). Todos os
procedimentos adotados obedeceram aos principios éticos na experimentacao

animal de acordo com a lei de nimero 11.794 de 08 de outubro de 2008.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os valores referentes aos experimentos da DLsg € 0s respectivos limites de
confianca foram calculados através da analise de Probit (FINNEY, 1971), utilizando

o software BioStat versao 2009.

Os efeitos toxicos da peconha de T. serrulatus do DF e de MG em

camundongos foram analisados por meio de estatistica descritiva.

A avaliagéo da inducé@o de edema agudo pulmonar foi submetida a analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste T (Tukey), considerando p<0,05
como valores significantes. Esses mesmos resultados também foram submetidos ao
teste F (Frequency Distribuition), com intuito de se obter a média do massa dos

pulmdes dos animais dos grupos testados.

Os resultados referentes a presenca de edema em pulmdes direito e
esquerdo obtidos por meio da avaliagdo da histologia dos tecidos pulmonares dos
animais do grupo TS-MG foram comparados entre si e com 0s pulmdes dos animais
controle por meio da analise de variancia (ANOVA) seguida de teste T (Tukey)

considerando p<0.05 como valor significante.

Os resultados referentes a concentracdo sérica da enzima CK e de sua

isoenzima CK-MB em ratos submetidos a intoxicacédo pelas peconhas de TS-MG e
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TS-DF foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) seguida de teste T (Tukey)
considerando p<0.05 como valor significante. Esses resultados também foram
submetidos ao teste F (Frequency Distribuition), para se obter a média das
concentracdes séricas de CK e de CK-MB em animais tratados e néo tratados com

peconha.

Os resultados referentes a quantificacdo do corante Azul de Evans nos
pulmdes e no lavado bronco alveolar de ratos tratados e nédo tratados com peconha
de T. serrulatus do DF e de MG foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)

seguida de teste T (Tukey), considerando valores significantes com p<0.05.

Os testes estatisticos, com excecdo da DLsg, foram realizados utilizando-se o
software GraphPad Prism verséao 4.0 (San Diego, CA, USA).

Todas as analises paramétricas foram previamente testadas quanto as suas
exigéncias. No caso da distribuicao normal, foi realizado o teste de Kolmogorov-
smirnov (KS) para garantir este pré-requisito.

Um resumo representativo da estratégia metodoldgica geral utilizada durante

a realizacdao deste estudo encontra-se esquematizado na Figura 5.
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Figura 5: Esquema geral representativo da estratégia metodoldgica empregada na realiza¢éo deste estudo.
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5 RESULTADOS

5.1AVALIACAO DA TOXICIDADE

5.1.1 Determinacéo da Dose Letal 50% (DL s50)

Durante a determinacédo da DLso da peconha de T. serrulatus procedente do
DF em camundongos (n=8), observou-se que a dose 14 ug / camundongo nao
apresentou letalidade e a dose minima capaz de causar morte foi de 26 ug /
camundongo (25 %) e a partir da dose 90 ug / camundongo observou-se 100 % de
letalidade dos animais testados.

Com relacdo a determinacdo da DLsy da pegonha de T. serrulatus procedente
de MG em camundongos (n=8), foi observado que a menor dose capaz de causar
morte dos camundongos (12,5%) foi de 11,6 ug / camundongo, enquanto que a dose
5,8 ug / camundongo néo apresentou letalidade e a partir da dose 58 g /
camundongo a letalidade foi de 100% dos animais testados.

As DLs (limite de confianga de 95 %) calculadas pela analise de Probit para a
peconha de T. serrulatus do Distrito Federal e Minas Gerais foram respectivamente,
51,6 (40 — 64,8) yg / camundongo de 20 g e 26 (19,8 - 33) ug / camundongo de 20 g.
Deste modo, a DLsp calculada para a peconha de T. serrulatus do DF apresentou-se
quase duas vezes (1,98) maior que a calculada para a peconha desta mesma
espécie procedente de MG, ou seja, a peconha do DF € menos toxica que a de MG.

Avaliando-se a figura 6 observa-se que com o aumento nas doses de
peconha também ocorreu 0 aumento da letalidade, além disso, nota-se a partir do
deslocamento para a direita da curva dose-resposta calculada para a peconha de T.
serrulatus procedente do DF que esta peconha é menos toxica que a da mesma
espécie procedente de MG.

Observou-se durante a realizagdo dos dois experimentos que a maioria dos
Obitos nos camundongos testados ocorreu nas trés primeiras horas apés o desafio e
principalmente nos grupos de animais que receberam as maiores doses e que uma

reduzida quantidade de Gbitos ocorreu no periodo compreendido entre 3 e 24 h apds
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as injecbes i.p. das peconhas e esses poucos Obitos foram registrados
principalmente nos grupos de animais testados com as menores doses. No periodo
compreendido entre 24 e 48 h apos o desafio ndo foram registrados Obitos em

nenhum dos grupos.

100

Letalidade (%)
s 3 3
! ! !

N
o
I

0
0.5 1.0
Dose (Log)

Figura 6: Curvas dose-resposta obtidas a partir de injecdes i.p. da peconha de T. serrulatus
procedente do Distrito Federal (TS-DF) e de Minas Gerais (TS-MG). R® TS-MG (0,98) e R® TS-DF
(0,99).

5.1.2 Determinagao dos Efeitos da Peconha

As alteracBes apresentadas em camundongos ap0s as trés primeiras horas
da injecdo das peconhas de escorpides T. serrulatus provenientes de MG e de DF,
durante o experimento da DLso encontram-se especificadas nas Tabelas 8 e 9,
respectivamente.

As alteracdes fisiologicas apresentadas pelos camundongos apoés injecdes i.p.
das peconhas de TS-MG e TS-DF foram dose-dependentes, ou seja, com O
aumento da dose de peconha, a maioria das alteracfes listadas torna-se mais

freqiente, com dUdnica excecdo da hipoatividade que foi visualizada mais
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frequentemente nos animais que fizeram parte dos grupos que receberam as

menores quantidades de peconha.

TABELA 8 — Alteracdes visualizadas em camundongos (n=8) nas trés primeiras horas apds injecao

i.p. de diversas doses de peconha do escorpido T. serrulatus proveniente de Minas Gerais.

Doses injetadas por camundongo de 20 g e porcentage

das alteracdes (%) no grupo

m de ocorréncia

AlteracBes
Visualizadas 58 11,6 17,4 23,2 348 464 58 72
Hg Hg Hg Hg Hg Hg Hg Hg
Ataxia - - 12,5 62,5 87,5 100 100 100
Convulsdes - 12,5 25 37,5 62,5 75 100 100
Dispnéia 25 375 625 75 875 875 100 100
Espasmos - 12,5 37,5 - 62,5 75 87,5 87,5
Hipersensibilidade } . 12,5 - 62,5 100 100 100
Hiperatividade 25 37,5 50 75 625 875 100 100
Hipoatividade 75 62,5 50 25 125 125 . -
Sudorese intensa - - 25 37,5 87,5 75 100 100
Lacrimejamento - - 37,5 75 87,5 100 100 87,5
Movimentos
da cauda - - 12,5 37,5 62,5 50 50 62,5
Piloerecéo - - 37,5 100 87,5 100 87,5 87,5
Priapismo - 12,5 62,5 87,5 100 100 87,5 87,5
Prostracdo - - 25 37,5 62 75 100 100
Defecagao 25 50 50 62,5 75 100 100 100
Sialorréia 37,5 50 62,5 62,5 75 100 100 100
Morte - - 12,5 12,5 62,5 75 100 100

A presenca de sialorréia

intensa geralmente precedeu o0 surgimento de

espasmos e, posteriormente convulsdes, que podem ter sido a causa da morte dos
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camundongos, pois todos 0s 6bitos ocorreram apds as crises convulsivas tanto nos
camundongos que receberam a peconha de TS-MG, quanto naqueles que

receberam peconha de TS-DF.

TABELA 9 — Alteracdes visualizadas em camundongos (n=8) nas trés primeiras horas apds injecao

i.p. de diversas doses de peconha do escorpido T. serrulatus proveniente do Distrito Federal.

Doses injetadas por camundongo de 20 g e porcentage  m de ocorréncia
das alteracdes (%) no grupo

Alteracdes

Visualizadas 14pg 26pg 36ug 50ug 60pg  70ug 80 g 90 pg
Ataxia _ - - 37,5 75 87,5 100 100
Convulsdes - 25 25 37,5 50 62,5 75 100
Dispnéia 12,5 50 75 87,5 100 87,5 100 100
Espasmos - - 12,5 37,5 50 87,5 100 100
Hipersensibilidade } } 125 50 375 75 87.5 100
Hiperatividade 125 25 37,5 50 62,5 75 87,5 100
Hipoatividade 87,5 75 62,5 50 37,5 25 12,5 -
Sudorese intensa . - 25 37,5 75 62,5 87,5 100
Lacrimejamento 3 . 12,5 37,5 75 87,5 62,5 75
Movimentos

- - - 37,5 62,5 12,5 37,5 62,5

da cauda
Piloerecdo . - 12,5 37,5 50 87,5 87,5 100
Priapismo - 12,5 37,5 75 100 75 87,5 87,5
Prostracéo - 37,5 50 37,5 50 75 87,5 100
Defecacao - 37,5 50 75 100 87,5 87,5 100
Sialorréia 12,5 37,5 37,5 50 75 75 100 100
Morte 0 0 12,5 25 37,5 62,5 75 100
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No entanto, € preciso salientar que a presenca de sialorréia juntamente com a
presenca de dispnéia podem ter afetado a funcdo respiratoria, levando a um quadro

cianotico e, consequentemente ao oObito.

5.2 AVALIACAO DA INDUCAO DE EDEMA AGUDO PULMONAR

A avaliagdo da capacidade de inducdo de edema agudo pulmonar das
peconhas de T. serrulatus provenientes do Distrito Federal e de Minas Gerais em
ratos, por meio da massa do pulmao encontra-se esquematizada na Tabela 10 e na

Figura 8.

Tabela 10: Avaliacdo do Edema Agudo Pulmonar por meio do indice determinado pela relagao entre
a massa do pulméo e a massa corporea dos ratos dos grupos: controle (200 pL de salina i.v.), TS-MG
(0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente de Minas Gerais em 200 uL de salina i.v.), TS-
DF (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente do Distrito Federal em 200 uL de salina i.v.).

Todos os dados sdo expressos em média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) utilizando o teste F

(paramétrico).
Grupo (n) Massa Corp6rea do Massa do Pulmao (g) indice
Animal (g) (média, + E.P.M.) Pulm&o/ corpo
(média, + E.P.M.) (xE.P.M.)
Controle (6) 244 + 7,37 1,10 £ 0,08 0,45 +0,02
TS-MG (6) 236 +7,77 1,26 + 0,07 0,53 £ 0,02**
TS-DF (6) 235+ 4,47 1,03 £ 0,07 0,43 + 0,037

* TS-MG em comparacdo com Controle (p<0,001)
* TS-DF em comparacdo com o TS-MG (p<0,001)

A relacdo entre a massa pulmonar e a massa corporea dos ratos do grupo
TS-MG, quando comparada com a aquela obtida para os animais do controle,
aumentou significativamente (p<0,001). O mesmo foi verificado em relagéo ao grupo
TS-DF (p<0,001) (TABELA 10 e FIGURA 8).

Avaliando os resultados contidos na Tabela 9 e na Figura 7, observa-se que a

relacdo entre a massa pulmonar e a massa corporea dos ratos do grupo TS-DF néo
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sofreu aumento consideravel quando comparada a mesma relagdo para animais do
grupo controle (p>0,05), demonstrando que, diferentemente da peconha de T.
serrulatus proveniente de Minas Gerais, a peconha desta mesma espécie
proveniente do Distrito Federal ndo foi capaz de induzir edema agudo pulmonar em

ratos segundo a metodologia empregada.
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Figura 7: Avaliacdo do Edema Agudo Pulmonar dos grupos controle n=6 (200 uL de salina i.v.), TS-
MG, n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente de Minas Gerais em 200 uL de salina
i.v.) e TS-DF, n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente do Distrito Federal em 200 uL
de salina i.v.). ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey (**p<0,001 TS-MG em comparacao
com o Controle e #p<0.001 TS-DF em compara¢édo com o TS-MG).

5.2.1 Analise Morfolégica

Analisando os pulmbes de todos os animais do grupo controle foram
observadas algumas alteracées, como espessamento leve e focal de septos
alveolares, acompanhado de alguns poucos focos hemorragicos (FIGURA 8-A).

As mesmas alteracOes apresentadas nos tecidos pulmonares dos animais do

grupo controle foram visualizadas nos animais do grupo TS-DF (FIGURA 8-B), ou
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seja, comparando-se o0s tecidos pulmonares desses dois grupos ndo foram
observadas diferencas morfoldgicas.

Entretanto, a morfologia dos pulmdes dos animais pertencentes ao grupo TS-
MG, foi possivel observar que, de 6 animais, 5 apresentaram edema pulmonar
multifocal intra-alveolar, caracterizado por alvéolos dilatados contendo em seu
interior liquido e precipitado plasmatico, além de septos espessados por edema
intersticial e congestado dos capilares, como pode ser visualizado na Figura 8-C. No
Gnico animal do grupo TS-MG que nao apresentou edema pulmonar, foram
observadas congestdo capilar grave e hemorragia multifocal (FIGURA 8-D),
caracterizada pela presenca de hemacias distribuidas nos espacgos intersticiais e na
luz dos alvéolos. Essas alteracdes normalmente precedem o surgimento do edema

pulmonar.

Figura 8: Fotomicrografia representante da histologia do pulmao de ratos 1 h apés a injecao i.v. da
peconha de TS-DF (0,5 mg / kg), TS-MG (0,5 mg / kg), salina 0,5%. Em (A) grupo controle e em (B)
grupo TS-DF, ambos com espessamento de septos alveolares e hemorragia focal. Em (C) grupo TS-
MG com edema pulmonar intra-alveolar multifocal (setas) e em (D) grupo TS-MG com congestédo
capilar grave e hemorragia multifocal (HE, 200X), barra de escala 100 um.
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Comparando-se a presenca de edema pulmonar entre os dois pulmdes
(direito e esquerdo) dos animais do grupo TS-MG, foi possivel visualizar um leve
predominio na presenca de edema pulmonar no pulmédo esquerdo, porém, essa
diferenca néo foi estatisticamente significante (p>0,05) (Dados ndo mostrados).

Os tecidos cardiacos dos animais dos grupos TS-MG (FIGURA 9-A) e TS-DF

(FIGURA 9-B) nao se apresentaram morfologicamente alterados quando

comparados aos tecidos cardiacos dos animais do grupo controle (FIGURA 9-C).

2; ,-497,“:: ! E-I
. T 410 1

Figura 9: Fotomicrografia representativa da histologia do coragdo de ratos 1 h apés a injecao i.v. da
peconha de T. serrulatus (0,5 mg / kg) e Controle (salina 0,5%). TS-MG (A), TS-DF (B) Controle (C).

Sem alteracdes morfolégicas (HE, 200X), barra de escala (100 um).

5.2.2 Dosagens séricas de CK e CK-MB

As médias das concentracdes séricas de CK e de sua isoensima CK-MB nos
ratos tratados e ndo tratados com peconha das duas populacdes de T. serrulatus

estudadas encontram-se apresentadas na Tabela 11 e nas Figuras 10 e 11.
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Tabela 11: Valores de Creatina Quinase (CK) e sua isoenzima (CK-MB) no soro de ratos. Grupo
controle (200 yL de salina i.v.), TS-MG (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente de Minas
Gerais em 200 yL de salina i.v.), TS-DF (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente do
Distrito Federal em 200 uL de salina i.v.). Dados apresentados como média * erro padrao da média

utilizando teste F (paramétrico).

Creatina Quinase Isoenzima
Grupo (n) CK (U/L) CK-MB (U/L)

(média, + E.P.M.) (média, + E.P.M.)
Controle (6) 1067,5 + 115 290 + 82
TS-MG (6) 2192 + 365* 810 + 392*
TS-DF (6) 1028 + 135" 295 + 817

* TS-MG em comparacdo com Controle (p<0,001)
* TS-DF em comparacdo com o TS-MG (p<0,001)

3000p¢

Dosagem de CK Total (U/L)

Controle TS-MG TS-DF

Figura 10: Dosagem de Creatina Quinase (CK) em soro de ratos dos grupos controle n=6 (200 pL de
salina i.v.), TS-MG n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente de Minas Gerais em 200
pL de salina i.v.) e TS-DF n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente do Distrito
Federal em 200 pL de salina i.v.). ANOVA de uma via, seguida do teste de T (Tukey), *p<0,05 TS-MG

em comparacdo com o Controle e #p<0.01 TS-DF em comparacdo com o TS-MG.

As concentragdes séricas de CK dos animais do grupo TS-MG apresentaram-
se duas vezes maiores que as quantificadas para os ratos do grupo controle. As
concentracdes séricas da isoenzima CK-MB apresentaram-se quase trés vezes (2,8)

maiores nos animais do grupo TS-MG que as determinadas no grupo controle.
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Nos animais do grupo TS-DF nédo foram encontradas diferencas significativas
nas dosagens séricas de CK e de CK-MB em relag&o aos valores do grupo controle.
Analisando as Figuras 10 e 11, observa-se que as concentracfes seéricas de
CK e de CK-MB aumentaram significativamente nos animais pertencentes ao grupo
TS-MG quando comparados ao controle (p<0,05), enquanto que nao foram
observadas diferengas nas concentragdes destas enzimas nos animais pertencentes

ao grupo TS-DF quando comparados ao controle (p>0,05).
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Figura 11: Dosagem da Isoenzima (CK-MB) em soro de ratos dos grupos controle n=6 (200 uL de
salina i.v.), TS-MG n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente de Minas Gerais em 200
pL de salina i.v.) e TS-DF n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente do Distrito
Federal em 200 uL de salina i.v.). ANOVA de uma via, seguida do teste T (Tukey), *p<0,05 TS-MG
em comparacédo com o Controle e #p<0.01 TS-DF em comparacao com o TS-MG.
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5.2.3 Avaliacdo das Alteragdes na Permeabilidade Va scular
Pulmonar e Contagem de Leucécitos Totais

5.2.3.1 Quantificacdo de Azul de Evans no pulméao

A quantidade de azul de Evans determinada nos pulmdes dos animais
tratados e nao tratados com peconha de T. serrulatus encontra-se ilustrada na
Figura 12.

Os animais do grupo TS-MG apresentaram uma maior quantidade deste
corante no pulméao (3,52 + 0,08 absorbancia) quando comparados ao grupo controle
(p<0,001) (1,31 = 0,08 absorbancia) e ao grupo TS-DF (p<0,001) (1,41 + 0,08
absorbéancia). Nao foi observada diferenca significativa na presenca de azul de
Evans nos pulm&es dos animais pertencentes ao grupo TS-DF quando comparados

ao grupo controle (p>0,05).

**

(03]
T

AE no Pulméo (ABS)
N
L)

=
L)

Controle TS-MG TS-DF

Figura 12: Quantificacdo do Azul de Evans no Pulmao de ratos dos grupos controle n=6 (200 pL de
salina i.v.), TS-MG n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente de Minas Gerais em 200
pL de salina i.v.) e TS-DF n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente do Distrito
Federal em 200 pL de salina i.v.). ANOVA de uma via, seguida do teste T (Tukey), **p<0,001 TS-MG
em comparacédo com o Controle e #p<0.001 TS-DF em comparagdo com o TS-MG.
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Estes resultados indicam que a peconha de T. serrulatus proveniente de
Minas Gerais induz aumento da permeabilidade vascular pulmonar, enquanto que a
peconha desta mesma espécie proveniente do Distrito Federal ndo foi capaz de

induzir um aumento significativo da permeabilidade vascular pulmonar em ratos.

5.2.3.2 Quantificacdo de Azul de Evans no Lavado B  ronco

Alveolar

Conforme mostra a Figura 13 é possivel verificar uma quantidade
significativamente maior do corante azul de Evans no lavado bronco alveolar dos
pulmdes dos animais do grupo TS-MG (0,20 = 0,10 absorbancia) quando
comparados ao grupo controle (0,06 £ 0,006 absorbancia) (p<0,05) e ao grupo TS-
DF (0,08 £ 0,005 absorbancia) (p<0,05).
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Figura 13: Quantificacdo do Azul de Evans no Lavado Bronco Alveolar de ratos dos grupos controle
n=6 (200 pL de salina i.v.), TS-MG n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente de
Minas Gerais em 200 pL de salina i.v.) e TS-DF n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus
proveniente do Distrito Federal em 200 pL de salina i.v.). ANOVA de uma via, seguida do teste T

(Tukey), *p<0,05 TS-MG em comparacéo ao Controle e #p<0.05 TS-DF em comparacao ao TS-MG.
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Assim como foi verificado nos pulmdes dos ratos tratados e néo tratados com
peconha de T. serrulatus, estes resultados também indicam que a peconha da
populacdo deste escorpido proveniente de Minas Gerais é capaz de induzir um
aumento na permeabilidade vascular pulmonar, enquanto que a peconha desta
mesma espécie proveniente do Distrito Federal ndo foi capaz de induzir alteragbes

significativas na permeabilidade vascular pulmonar de ratos.

5.2.4 Contagem Total de Leucdcitos

A Figura 14 ilustra a quantidade total de leucdcitos encontrada no lavado

bronco alveolar de ratos tratados e néao tratados com peconha de T. serrulatus.

2000p

Total de Leucoécitos

Controle TS-MG TS-DF

Figura 14: Quantificacdo de leucdcitos totais no Lavado Bronco Alveolar de ratos dos grupos controle
n=6 (200 pL de salina i.v.), TS-MG n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus proveniente de
Minas Gerais em 200 pL de salina i.v.) e TS-DF n=6 (0,5 mg / kg de peconha de T. serrulatus
proveniente do Distrito Federal em 200 uL de salina i.v.). ANOVA de uma via, seguida do teste T

(Tukey), *p<0,05 TS-MG em compara¢éo com o Controle.
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Verificou-se que o lavado bronco alveolar dos animais do grupo TS-MG (1425
+ 245) apresentou mais que o dobro de leucdcitos totais quando comparado ao do
grupo controle (600 + 179,6) (p<0.05). A quantidade de leucdcitos totais presentes
no lavado bronco alveolar dos animais do grupo TS-DF (975 + 52,8), embora um
pouco aumentada em relacdo ao grupo controle, ndo foi considerada

estatisticamente diferente (p>0,05).

5.3PERFIL CROMATOGRAFICO DA PECONHA BRUTA

Os dois perfis cromatograficos obtidos do fracionamento de 1 mg da peconha
de T. serrulatus do Distrito Federal apresentaram-se idénticos (resultado néo
mostrado), evidenciando a separacdo de pelo menos, 56 fragbes cromatograficas, o
mesmo foi verificado nos dois perfis cromatograficos obtidos a partir do
fracionamento de 1 mg da peconha de T. serrulatus de Minas Gerais.

Comparando-se o perfil cromatografico obtido a partir do fracionamento da
peconha da populacdo de T. serrulatus proveniente de MG com o perfil obtido do
fracionamento da peconha desta mesma espécie procedente do DF foi possivel
verificar diferencas quantitativas em algumas fracdes cromatograficas (FIGURA 15).
Embora os perfis cromatograficos obtidos para as duas peconhas sejam bastante
parecidos, muitas das fragbes apresentam-se em maior quantidade no perfil obtido
com a peconha de T. serrulatus de Minas Gerais (FIGURA 15 — vermelho), com
maiores diferencas observadas nos tempos de retencéo entre 35 a 40 minutos.

Observando-se o perfil cromatografico da peconha de TS-DF (FIGURA 15 —
preto), nota-se que as fragbes com tempos de retencdo de 23 e 34 minutos,
apresentaram-se em maior quantidade que as observadas em TS-MG.
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Figura 15: Perfis cromatogréaficos obtidos do fracionamento de 1 mg da peconha de T. serrulatus
procedente de Minas Gerais (vermelho) e do Distrito Federal (preto) em RP-HPLC utilizando-se de

uma coluna de fase reversa analitica C18 (Phenomenex®).
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6 DISCUSSAO

De acordo com Motta (2006), o cerrado € um dos biomas brasileiros que
apresenta 0 maior impacto antropico e que vem perdendo rapidamente as suas

areas naturais.

Apés a construcdo da cidade de Brasilia, que foi inaugurada em 1960, a
escorpiofauna da regidao vem sendo modificada. Nas areas onde antes s6 eram
encontrados T. fasciolatus, Ananteris balzanii e Bothriurus araguayae, hoje também
ocorre T. serrulatus, que, por sua vez, pode ter afetado e até diminuido o
crescimento populacional das outras espécies (LOURENCO, 1975; LOURENCO et
al., 1994). T. serrulatus foi provavelmente introduzido no Distrito Federal em meados
da década de 70, sendo hoje facilmente encontrado em varios ambientes urbanos
do DF, o que facilitou as coletas durante esse trabalho (LOURENCO et al., 1994).

Trés métodos de extracdo de peconha de escorpido tém sido utilizados: 1°)
amputacao, trituracdo e posterior maceracdo do télson em &agua; 2°) Estimulacdo
manual do télson; 3°) estimulacéo elétrica (SISSOM, 1990; BARONA et al., 2004;
POSSANI et al,. 2010).

O método adotado neste trabalho foi a estimulacio elétrica do télson, pois
esse procedimento permite manter a integridade dos animais e, desta forma, realizar
varias extragcbes em um mesmo animal, além de possibilitar a obtencdo de maior
quantidade de peconha. A DLsp da peconha de T. serrulatus ja foi determinada por
diferentes autores. Blcherl (1978) obteve uma DLsy de 16 yg/camundongo apdés 48
horas da injecdo i.p. da peconha. Nishikawa e colaboradores (1994) obtiveram a
DLsp de 25,53 pg/camundongo, também via i.p. apos 48 horas. Kalapothakis e
Chavez-Olértegui (1997) obtiveram uma DLsg de 12,49 pg/camundongo i.p. ap6s 48
horas da injecdo da peconha. Nenhum desses autores mencionou a procedéncia da
populacdo de T. serrulatus da qual foram obtidas as peconhas estudadas. No
entanto, é provavel que tenha sido de espécimes provenientes da regidao Sudeste do
Brasil, devido a maior ocorréncia desses animais nesta regido e ao fato desses
pesquisadores terem desenvolvido esses estudos em Instituicbes situadas no

Sudeste.
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No presente estudo, a DLsy obtida para a peconha de T. serrulatus
proveniente de Minas Gerais foi de 26 pg/camundongo apdés 48 horas da inje¢éo i.p.,
valor muito semelhante ao obtido por Nishikawa e colaboradores (1994). A peconha
dessa mesma espécie proveniente do Distrito Federal, por sua vez, apresentou a
DLsp de 51,6 pg/camundongo, sendo, portanto, quase duas vezes (1,98) menos
toxica do que a peconha dos animais procedentes de Minas Gerais, conforme

determinado neste estudo e por Nishikawa e colaboradores (1994).

Silva e colaboradores (2005a) obtiveram a DLsg de 96,16 pg/camundongo
apos 48 horas da injecao intraperitoneal da peconha de T. serrulatus procedente da
Bahia, indicando que a peconha dos animais da Bahia é, pelo menos, quase 4 vezes

menos toxica que a pe¢onha dos animais do Sudeste.

Fatores como o tempo de observacéo dos animais para obtencdo da DLsg, a
via de administracdo da peconha, as condicdes de armazenamento da pegonha,
bem como o local de origem dos escorpibes podem resultar em toxicidades
diferentes das pegonhas de T. serrulatus.

As peconhas das duas populacbes de T. serrulatus estudadas no presente
trabalho induziram alteragBes fisiolégicas e comportamentais semelhantes nos
camundongos, confirmando a acdo neurotoxica ja descrita para a peconha bruta
dessa espécie. Silva e colaboradores (2005b) também observaram em
camundongos injetados com peconha de T. serrulatus procedente da Bahia varias
alteracdes como hiperatividade, taquipnéia, letargia, congestdo ocular, piloerecéo e
sialorréia, mesmo esta peconha se mostrando ser até 4 vezes menos téxica do que
a da mesma espécie de outras regides do pais.

Magalhades e colaboradores (1998) verificaram que a toxina TsTx-1 isolada de
T. serrulatus induziu em camundongos varias alteracbes como piloerecéo,
taquipnéia, hiperatividade, marcha atéxica, sialorréia, secrecao uretral leitoso e
dispnéia severa, e atribuiram a presenca desses disturbios a liberacdo excessiva de
catecolaminas.

De fato, TsTx-1 é uma toxina bastante abundante na peconha desta espécie e
de acordo com Pessini e colaboradores (2001) representa cerca de 15% do total da
peconha e altera a funcéo fisiolégica dos canais Na,, sendo responsavel por grande

parte dos sinais e sintomas visualizados no envenenamento (BARHANING et al.,

OLIVEIRA, F. N.



93

1982, 1984; JONAS et al., 1986). Vasconcelos e colaboradores (2005) verificaram
gue esta toxina apresentou uma DLz (76 pg / kg).

Observou-se que as alteracdes fisiologicas em camundongos apos injecoes
I.p. das peconhas de TS-MG e TS-DF foram dose-dependentes, o que também foi
observado por Magalhdes e colaboradores (1998) a partir de injecdes de TsTx-1.
Assim, quanto maior a dose de peconha bruta injetada nos camundongos, maior foi
a quantidade de toxinas que atuam canais para Nav encontradas nessas doses,

entre as quais a Ts-Tx-1.

Como os sintomas observados em escorpionismo sao atribuidos a liberacao
macica de catecolaminas devido a acdo dos neuropeptidios nos canais idnicos, uma
maior quantidade de NaScTx, encontrada nas maiores doses injetadas nos

camundongos pode ter suscitado mais frequentemente o aparecimento de sintomas.

Rezende et al. (1994) sugeriram que a gravidade do envenenamento em
pacientes picados por T. serrulatus estaria relacionada a concentracdo da peconha
no plasma. Chavez-Olortegui et al. (1994) utilizando radioimunoensaio para
deteccdo de componentes da peconha de T. serrulatus, ndo foram capazes de
detectar a presenca dos mesmos no plasma sanguineo de pacientes vitimas de
escorpionismo leve, que apresentaram apenas dor no local da picada. Por outro
lado, em pacientes com sinais e sintomas de envenenamento moderado e grave foi
possivel detectar a presenca desses componentes, indicando que existe uma
relacéo direta entre a quantidade de peconha inoculada ou circulante no plasma e a

gravidade do envenenamento.

Sandoval e Dorce (1993) observaram convulsdes e alteracées na atividade
elétrica cerebral em ratos apos injecfes intracerebroventriculares da peconha de T.
serrulatus. Injecdes i.c.v. de TsTx-K induziram atividade convulsiva continua em
ratos (estado epiléptico) (JUNG et al., 1999).

InjecOes intraperitoneais das peconhas das duas populacdes de T. serrulatus
estudadas no presente trabalho induziram convulsdes e, posteriormente, morte dos
camundongos sugerindo que componentes da peconha sejam capazes de atingir o
SNC ultrapassando a barreira hemato-encefalica. Alguns poucos relatos de
convulsGes e de acidente vascular cerebral em humanos picados por escorpides
reforcam essa hipétese (CUPO et al., 2009; DERKAQOUI et al., 2011).
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Intensa sialorréia foi observada nos camundongos que receberam as
peconhas de TS-DF e TS-MG, reforcando o que ja havia sido descrito em
camundongos (CATANZARO et al.,, 1978) e humanos (CAMPOS et al.,, 1980).
Catanzaro et al. (1978) e Andrade e colaboradores (1981) sugeriram que a inducéo
de sialorréia em camundongos e ratos pela peconha de escorpido estaria
relacionada a varias alteracdes morfolégicas nas glandulas submandibulares, tais
como a presenca exacerbada de vacuolos e um reduzido numero de granulos
secretores, que poderiam ter surgido pela acdo direta da peconha ou mesmo devido

a acdo das catecolaminas circulantes.

As alteracbes morfologicas que foram observadas nos pulmdes de ratos do
grupo controle e do grupo experimental (TS-DF) foram idénticas e provavelmente
ocorreram devido ao manuseio desses tecidos moles antes de serem fixados em
formol a 10 %, os mesmos nao puderam ser fixados ainda no animal devido a

necessidade de pesa-los antes da fixacao.

De Matos et al. (1997) relataram que injecdes intravenosas de 0,5 mg / kg, da
peconha do escorpido T. serrulatus causaram grave edema intersticial e intra-

alveolar em todos os ratos experimentados .

No presente estudo, a peconha de T. serrulatus procedente de Minas Gerais
induziu edema pulmonar grave intra-alveolar e multifocal em cinco dos seis ratos

experimentados.

Silva e colaboradores (2005a e b), avaliando a capacidade de inducdo de
edema pulmonar agudo ap0s injecdes da peconha de T. serrulatus procedente da
Bahia (0,4 ou 0,8 mg/kg i.v. e i.p.), verificaram por meio da determinacdo do indice
massa pulmonar / massa corporea e por avaliacdo histopatolégica, que esta

peconha ndo induziu edema pulmonar em ratos.

Da mesma forma, a peconha de TS-DF (0,5 mg/kg i.v.), quando injetada em
ratos, ndo foi capaz de induzir edema agudo pulmonar quando avaliado pelas

mesmas metodologias.

De Matos et al. (1997) observaram que inje¢des intravenosas de peconha de
T. serrulatus em ratos induzem edema pulmonar agudo geralmente de forma

bilateral pois, de quatro ratos experimentados, trés apresentaram edema pulmonar
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bilateral e apenas um desenvolveu edema pulmonar unilateral (esquerdo). De igual
modo, a peconha de TS-MG foi capaz de induzir edema agudo pulmonar bilateral,
com um leve predominio na presenca de edema pulmonar unilateral esquerdo, no

entanto, essa diferenga n&o se mostrou significativa.

Em humanos vitimas de escorpionismo grave, ha ocorréncia de edema
pulmonar agudo unilateral e bilateral, sendo esse Uultimo mais frequentemente
observado (AMARAL et al., 1993; RAZI E MALEKANRAD, 2008).

Vérios estudos foram realizados com intuito de melhor entender a patogénese
do edema pulmonar induzido por pegonha escorpidnica. Alguns autores sugeriram
que o surgimento deste edema poderia decorrer da ativagcdo de mecanismos
cardiogénicos e néo cardiogénicos (AMARAL et al.,, 1993; FREIRE-MAIA et al.,
1994).

Um possivel mecanismo cardiogénico seria a insuficiéncia ventricular
esquerda, induzida pela hipertensdo arterial que pode ser desenvolvida como
consequéncia da liberacdo macica de catecolaminas ou dano miocardico induzido
pela acdo direta da peconha. Além disso, foi relatado que a estimulacdo dos
receptores alfa-adrenérgicos poderia levar a supressédo da secrecdo de insulina e
danificar o coragao, induzindo o surgimento de edema pulmonar agudo (GUERON e
YARON, 1970; FREIRE-MAIA et al., 1970, 1976, 1978, 1994; GUERON et al., 1980;
DE MATTOS et al., 1997, 2001; JOY, 2009).

Varios autores relatam evidéncias da acdo da peconha de T. serrulatus na
musculatura cardiaca, mostrada por alteracbes histologicas em animais
experimentais e humanos (CORREA et al., 1997; TEIXEIRA et al., 2001; CARDOSO
et al., 2003).

Benvenuti e colaboradores (2002) publicaram um relato de caso de uma
crianca de 4 anos picada por T. serrulatus no interior de S&o Paulo que apresentou
dor abdominal, agitacéo fisica, vomitos, sibilos e taquicardia atrial. A crianca foi
tratada com anestésico local, corticosteréides e soro antiescorpidnico (cinco
ampolas), ainda assim foi a ébito por parada cardiaca por volta de 6 horas apés o
acidente. Amostras de tecido (coragcdo e pulmao) foram processadas por

microscopia eletrénica de transmissdo, que evidenciaram proeminente congestao
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capilar e edema pulmonar agudo alveolar e, no miocardio, foram observadas areas
microscoépicas de hemorragias recentes (multiplos focos individuais) e necrose

miocardial (miocitélise coagulativa).

Recentemente, Pinto e colaboradores (2010b), estudando os efeitos da
peconha de T. fasciolatus sobre o coracao de ratos, observaram alteracdes de ECG
e aumento nas concentracdes séricas da enzima CK e de sua isoenzima CK-MB,
sem, no entanto, observarem, por microscopia Optica, altera¢des histologicas nos

tecidos cardiacos.

Em um estudo hematologico e bioquimico realizado em ratos apos injecdes
i.v. de peconha de T. serrulatus, Pinto e colaboradores (2010a) observaram niveis
elevados de CK e CK-MB. De maneira semelhante, os animais que receberam
injecdes de TS-MG apresentaram niveis elevados de CK e CK-MB e auséncia de
alteracbdes na histologia cardiaca quando avaliados por microscopia Optica, nos
permitindo inferir que provavelmente ocorreram alteracées a nivel molecular nos

tecidos cardiacos, mas que néo puderam ser visualizadas por microscopia optica.

Por outro lado, os animais submetidos a injecdes de TS-DF n&o apresentaram
niveis elevados de CK e CK-MB. Também ndo foram observadas alteragcfes
histol6gicas nos tecidos cardiacos desses animais quando comparados ao controle,

nem edema pulmonar agudo, conforme mencionado anteriormente.

Outro mecanismo sugerido para explicar a patogénese do edema pulmonar
em resposta a peconha de T. serrulatus é a liberacdo de substancias vasoativas
(prostaglandina E2, leucotrieno B4 e tromboxane A2) induzida pela peconha, que
provoca o aumento da permeabilidade vascular pulmonar e, consequentemente, 0
surgimento do edema pulmonar agudo (FREIRE-MAIA et al., 1970, 1976, 1994; DE
MATTOS et al., 1997).

De Matos e colaboradores (2001) verificaram um aumento significativo na
permeabilidade vascular pulmonar, avaliada por meio do extravasamento de azul de
Evans no lavado bronco alveolar e no parénquima pulmonar, de ratos injetados com
peconha de T. serrulatus (0,5 mg/kg). No presente estudo, a mesma dose da

peconha de TS-MG induziu aumento na permeabilidade vascular pulmonar.
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No entanto, os animais submetidos a inje¢cdes de TS-DF, na mesma dose,
nao apresentaram tais alteragdes no extravasamento de azul de Evans no fluido
bronco alveolar e no parénquima pulmonar. Uma vez que a peconha de TS-DF nao
induziu edema pulmonar, pode, de fato, existir uma correlacdo entre 0 aumento da
permeabilidade vascular pulmonar e o surgimento do edema agudo pulmonar

induzido pela peconha de T. serrulatus.

Deste modo, a menor toxicidade da peconha de TS-DF, aliada a incapacidade
de inducdo de edema agudo pulmonar em ratos, poderia justificar a auséncia de
sinais e sintomas clinicos de escorpionismo grave e 0bito em pacientes picados por
escorpido no DF. Porém, cabe ressaltar que o escorpionismo no DF nao pode ser
negligenciado, pois a presenca crescente de T. serrulatus nesta regido pode, com o

tempo, suscitar o surgimento de um problema de saude publica.

Foi observada a presenca de leucdcitos na lavado bronco-alveolar de ratos
que receberam injecbes de TS-MG (p<0,05). No entanto, tal resposta nao foi
verificada nos ratos injetados com TS-DF (p>0,05), da mesma maneira que em
estudos préevios realizados por De Matos et al. (1999). Esses autores néo
observaram aumento significativo no namero total de leucdcitos do lavado pulmonar
de ratos injetados com peconha de T. serrulatus. Deste modo, os autores sugeriram
que o recrutamento de leucocitos ndo desempenharia papel importante no

desenvolvimento do edema pulmonar agudo.

No entanto, estudos mais recentes tém mostrado que a peconha de T.
serrulatus estimula a liberacéo de citocinas proé-inflamatérias, como a TNF-a (fator
de necrose tumoral alfa) e KC (quimiocinas derivadas de queratindcitos), assim
como a atividade de MPO (mieloperoxidase e 6xido nitrico) e infiltrados de células
poli- e morfonucleares (COMELLAS et al.,, 2003; ANDRADE et al.,, 2004, 2007;
COELHO et al.,, 2007; PEREZ et al.,, 2009). Desta forma, provavelmente o
recrutamento leucocitario esteja relacionado ao surgimento do edema pulmonar.

Para tentar explicar as diferencas na toxicidade e atividade bioldgica entre as
peconhas de TS-MG e TS-DF, ambas foram submetidas ao fracionamento por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e os perfis cromatograficos comparados.

O perfil cromatografico € uma impresséo digital da composicado da pegonha,

pois componentes similares eluem em tempos de retencdo similares. Desse modo,
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a comparacdo dos perfis cromatograficos de peconhas da mesma espécie é
bastante interessante para evidenciar variagdes intra-especificas.

De fato, D'Suze e Sevcik (2010), analisando os perfis cromatograficos de
diferentes espécimes de T. discrepans e comparando-os a cromatogramas obtidos
de outras espécies do mesmo género, observaram variagbes quantitativas intra-
especificas e interespecificas e inferiram que essa variabilidade reflete a capacidade
desses escorpides de produzir quantidades e tipos diferentes de peptideos, em
resposta, por exemplo, a pressdo ambiental.

Comparando os perfis cromatograficos obtidos do fracionamento de 1 mg de
peconha de TS-MG e TS-DF, foram observadas diferencas quantitativas, que, de
forma geral, mostraram uma maior quantidade de peptideos em varias fracdes
cromatograficas da peconha de TS-MG, particularmente naquelas que eluiram nos
tempos de retencdo entre 35 e 40 minutos. Tem sido mostrado por varios autores
gue é nessa regido do cromatograma que elui a maioria das toxinas de cadeia longa
com massas moleculares entre 6.500 e 7.500 Da e que atuam em canais para Na"
(PIMENTA et al., 2001). Estas toxinas sdo responsaveis pela maioria dos sinais e
sintomas no escorpionismo humano e experimental, demonstrando que a pegconha
de TS-MG provavelmente contém uma quantidade maior de toxinas capazes de
afetarem os canais para Na* voltagem-dependentes e, com isso induzirem sintomas
mais graves durante o envenenamento dos ratos e camundongos experimentados.

As duas unicas excecOes de fracbes cromatograficas que se apresentaram
mais abundantes na peconha de TS-DF em comparacdo a de TS-MG foram as
fracbes que eluiram nos tempos de retencdo de 23 e 34 min. Algumas toxinas
descritas com cadeia curta (2.500 e 5.000 Da) com provavel agdo em canais para K*
tem sido encontradas nesta regido do cromatograma (PIMENTA et al., 2001). Estas
toxinas provavelmente desempenhem papel secundario no escorpionismo.

De acordo com Rodriguez de La Vega et al. (2009), os componentes das
peconhas de escorpides da familia Buthidae podem ser divididas segundo suas
massas moleculares em dois grandes grupos: componentes com 3.001-4.500 Da
(KTx - toxinas de cadeia curta bloqueadoras de canais para K*) e 6.001-7.500 Da
(NaScTx — toxinas de cadeia longa moduladoras de canais seletivos a Na*).

Pimenta et al. (2001) fracionaram a peconha de T. serrulatus de Minas Gerais
por meio de filtracdo em gel (Sephadex G50) e analisaram as fracfes Il e Ill por

espectrometria de massa (MALDI-TOFMS). Na fragdo Il foi mostrada uma
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predominéancia de componentes com massas moleculares entre 6.500 e 7.500 Da,
que correspondem as NaScTxs e na fracdo Ill uma predominancia de componentes
com 2.500 e 5.000 Da, que séo provavelmente as KTxs.

E fato que existem diferencas na peconha de escorpides e essas diferencas
podem ser interespecificas e intra-especificas, no entanto essa variabilidade é
desconhecida, podendo estar relacionada com o sexo, idade, habitat, diferencas
alimentares e outros desconhecidos fatores (D"SUSE e SEVCIK, 2010).

Provavelmente, as alteracdes encontradas na peconha de T. serrulatus
estejam relacionadas ao habitat, pois espécimes coletados em Minas Gerais, Bahia
e Distrito Federal, apresentaram variacdes de toxicidade e de constituicdo da
peconha (SILVA et al., 2005a,b).

No entanto, um fator que ndo pode deixar de ser considerado, é a diferenca
de sexo dos escorpibes, pois ha registros de populacdo de T. serrulatus
partenogenética, onde sO sao conhecidas fémeas (MATTHIESEN, 1962; SAN
MARTIN & GAMBARDELLA, 1966), no entanto ha a descricdo de macho no Estado
de Minas Gerais (LOURENCO & CLOUDSLEY- THOMPSON, 1999). De acordo com
Lourenco e Cloudsley-Thompson (1999), as populagbes de fémeas
partenogenéticas e machos descritos para MG néo apresentam diferencas
anatOmicas e de padrao de coloracdo, ndo podendo ser distinguidas entre si por
meio de observacao direta ou com uso de chaves dicotdmicas.

De Sousa et al. (2010) verificaram diferencas entre machos e fémeas na
producdo e toxicidade da peconha de escorpifes da espécie Tityus nororientalis,
mostrando que o0s machos, apesar de produzirem uma quantidade maior de
peconha que as fémeas, apresentam uma menor toxicidade da peconha (DLsp 13,36
Mg/g) comparada a das fémeas (DLso 9,46 ug/g). As andlises de espectrometria de
massa por MALDI-TOF revelaram diferencas na composi¢cao destas pegonhas.

Kalapothakis e Chavez-Olortegui (1997), encontraram variagées na peconha
bruta de T. serrulatus e na expressdo de dois peptideos obtidos desta peconha
(TslV uma toxina do tipo a e TsIV-5 ou Tsy uma toxina do tipo B) em trés extracbes
realizadas no mesmo grupo de animais. Uma grande quantidade de TslV foi obtida
na primeira de trés extracbes de peconha realizada durante o experimento e uma
maior quantidade de TsIV-5 ou Tsy foi observado na ultima extracdo. A DLsg
calculada utilizando-se o pool de peconha obtida na primeira extracdo (maior

guantidade de toxinas TslV) foi menor, enquanto que, uma menor toxicidade foi
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observada utilizando o pool de peconha obtido da ultima extracdo que continha
maior quantidade de TsIV-5 ou Tsy. Essa variabilidade individual na expresséao de
peptideos contidos na peconha pode ter implicacao direta na toxicidade.

Diante do exposto e com base nos resultados obtidos até 0 momento, ndo ha
como afirmar os motivos para a variabilidade intra-especifica observada nas
peconhas de T. serrulatus de diferentes localidades. No entanto, tal variabilidade
pode significar que esta espécie € capaz de modificar a expressao de alguns
componentes da peconha sob diferentes condicdes ambientais. Essa capacidade
poderia proporcionar vantagens para espécies com maior plasticidade na peconha,
pois isto poderia resultar em uma melhor adaptacdo a diferentes predadores e
presas ou a influéncias sazonais e ambientais.

No entanto, estudos da genética reprodutiva da populagdo de T. serrulatus
existente no DF com intuito de verificar a existéncia unicamente de individuos
partenogénicos nesta regido do pais, aliados a estudos mais aprofundados da
expressdo dos diferentes componentes da peconha, poderdo contribuir para o

melhor entendimento dessa questao.
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7 CONCLUSOES

» A peconha de T. serrulatus procedente do DF foi capaz de induzir alteracdes
fisiolégicas e comportamentais em camundongos semelhantes aquelas
desencadeadas pela peconha procedente de MG. No entanto, a toxicidade da
peconha de T. serrulatus do DF em camundongos € quase duas vezes menor do

que a da peconha da mesma espécie procedente de MG.

» A peconha de T. serrulatus proveniente do DF (0,5 mg / kg) foi incapaz de induzir
edema pulmonar agudo em ratos, quando avaliado pelo indice de massa pulmonar /
massa corpérea, pelo aumento da permeabilidade vascular pulmonar e pelas
analises morfoldgicas, diferentemente da peconha de animais de MG que, por sua

vez, induziu grave comprometimento pulmonar.

» Por microscopia 6ptica, ndo foram visualizadas alteracfes nos tecidos cardiacos
de ratos que foram submetidos a inje¢cdes de peconha das duas populacdes
estudadas. No entanto, aumento nas dosagens séricas de CK e CK-MB somente
nos animais que receberam peconha desta espécie procedente de MG é indicacao
de alteragBes no tecido cardiaco e estas alteracdes podem estar envolvidas na
patogénese do edema agudo pulmonar induzido pela pegonha escorpibnica.

» Diferengas quantitativas em fragBes cromatograficas, obtidas do fracionamento da
peconha de T. serrulatus, particularmente naquelas com tempos de retencao
semelhantes aos das toxinas que atuam em canais para Nav, podem explicar as
diferencas na toxicidade e na atividade biologica entre as peconhas de T. serrulatus
do DF e de MG. Maior quantidade dessas fracGes pode resultar em uma peconha
mais toxica e com capacidade de inducdo dos sintomas observados no
escorpionismo grave e que sao causa de Obito em humanos e animais de

experimentacao.
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