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RESUMO

Acidente escorpiénico ou escorpionismo é o quadro de envenenamento provocado pela picada
de escorpido. A espécie de escorpido Tityus serrulatus (T. serrulatus) é considerada a mais
agressiva e possui uma ampla distribui¢do no Brasil. A maioria dos componentes identificados
no veneno da T. serrulatus sdo as neurotoxinas; que, possuem uma ampla acao sobre o sistema
nervoso central (SNC). Apesar de serem bem descritos na literatura, os efeitos do veneno deste
escorpido sobre 0 SNC, ndo se sabe ao certo os efeitos comportamentais induzidos por essas
toxinas. Portanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos dessas neurotoxinas sobre
0 comportamento, o aprendizado e a memdria. O objetivo pretendido com o presente estudo é
avaliar os efeitos comportamentais apds a administracdo do veneno escorpiénico da T.
serrulatus em camundongos. Foram utilizados 60 camundongos Balb/c machos, adultos. Os
animais foram submetidos a administracdo via intracerebroventricular (ICV) a mao livre do
veneno da T. serrulatus, divididos em cinco grupos experimentais: LCRa (controle) e doses de
10 ng/pL, 100 ng/pL, 200 ng/pL e 300 ng/pL. Apé6s 24h da administragdo do veneno, 0s
animais foram submetidos aos testes comportamentais de campo aberto e de memdria de
habituacéo. A partir dos dados obtidos no teste de campo aberto foi observado que o veneno do
escorpido ndo alterou a atividade locomotora, a atividade exploratoria, 0s comportamentos
estereotipicos e 0s comportamentos do tipo ansiosos em nenhuma das doses avaliadas.
Entretanto, o veneno na dose de 100 ng/pL induziu dano na memoria de habituacéo dos animais.
Portanto, pode ser concluido que os efeitos neurotdxicos do veneno da T. serrulatus, apesar de
ndo alterar movimentos livres e comportamento do tipo ansioso, pode levar a um dano
cognitivo. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para melhor caracterizar os efeitos do

veneno da T. serrulatus sobre o comportamento e o0 SNC.

Palavras-chave: Tityus serrulatus. Neurotoxinas. Comportamento. Memoria de habituacéo.

Sistema nervoso central.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESCORPIOES

Os escorpides estdo amplamente distribuidos pelo mundo. EXxistem
aproximadamente 2.069 espécies registradas, com 15 familias subdivididas em 197 géneros.
(DI et al., 2014). A familia Buthidae apresenta cerca de 34 espécies consideradas
potencialmente agressoras para 0s seres humanos, incluindo as espécies do género Tityus
(CHIPPAUX; GOYFFON, 2008). Esses escorpides sdo de extrema relevancia para a medicina,
sendo responsaveis por muitos casos de envenenamento (PRENDINI; WHEELER, 2005;
CHIPPAUX; GOYFFON, 2008, BRASIL, 2009a; STOCKMAN; YTHIER, 2010; ISBISTE;
BAWASKAR, 2014; SHARMA et al., 2015; STOCKMAN, 2015).

1.2 O GENERO Tityus

No Brasil, as principais espécies de importancia para a satde publica pertencentes
ao género Tityus sdo a Tityus serrulatus (escorpido-amarelo) e a Tityus bahiensis (escorpido-
marrom) no Sudeste, a Tityus stigmurus (escorpido-amarelo-do-nordeste) no Nordeste e a
Tityus obscurus (escorpido-preto-da-amazonia) no Norte (BRASIL, 2009a; RECKZIEGEL,;
PINTO JR, 2014; BRASIL, 2016a). O género Tityus contém o maior nimero de espécies de
escorpifes. Mais de 60% dos escorpifes encontrados em regides tropicais e subtropicais

pertencem a este género (BRASIL, 2001).

1.3 A ESPECIE Tityus serrulatus

A espécie T. serrulatus mede aproximadamente de 6 a 7 cm (adulto), apresenta um
corpo marrom amarelado com pedipalpos e pernas amarelados (LUTZ; MELLO, 1922). Possui
um prolongamento ao final do corpo denominado metassoma, onde localiza-se o télson,
responsavel por injetar o veneno na presa ou no predador. No interior do télson ha um par de
glandulas de producéo de veneno (MARCUSSI; ARANTES; SOARES, 2011). Essa espécie é
considerada a espécie de escorpido mais agressiva, com uma ampla distribuicdo no Brasil
(PUCCA et al., 2015a).
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A distribuicdo da espécie T. serrulatus limitava-se ao estado de Minas Gerais, mas
devido a boa adaptacdo aos ambientes urbanos, e a sua rapida e ampla proliferacdo, sua
distribuicéo se expandiu para outros estados, como: Bahia, Ceara, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&8o Paulo, Parana, Pernambuco, Sergipe, Piaui, Rio
Grande do Norte, Goias, Distrito Federal e Santa Catarina (BRASIL, 2009b).

Um dos fatores que contribuem para a proliferacdo e dificuldade de controle da
distribuicdo da T. serrulatus é a capacidade de se reproduzir por partenogénese. Neste tipo de
reproducdo, o embrido é desenvolvido a partir de um 6vulo néo fertilizado; portanto, ndo é
necessaria a presenca de um macho para que haja reproducdo (LOURENCO, 2008). A partir da
partenogénese, é possivel originar cerca de 20 novos individuos em cada prole (MARCUSSI,
ARANTES; SOARES, 2011). A reproducdo por partenogénese combinada com a facil
adaptabilidade da espécie em éreas urbanas, contribui para 0 nimero crescente de individuos
em todo o pais. Isso explica também a razdo pela qual a T. serrulatus é a responsavel pelo maior
nimero de acidentes por envenenamento em diferentes regibes do Brasil (CHIPPAUX;
GOYFFON, 2008).

1.4 ACIDENTE ESCORPIONICO

Acidente escorpiénico ou escorpionismo é o quadro de envenenamento provocado
pela inoculacdo de veneno através do aparelho inoculador (ferrdo ou télson) dos escorpides
(BRASIL, 2009a). Picadas de escorpido sdo consideradas um problema médico-sanitario global
em muitos paises tropicais e subtropicais (CHIPPAUX; GOYFFON, 2008). Essas picadas
podem levar a um quadro de envenenamento humano, cuja gravidade e evolugdo variam
amplamente, havendo casos de sequelas temporarias ou, até mesmo, de morte (BRASIL, 2009z;
PRENDINI; WHEELER, 2005; STOCKMAN; YTHIER, 2010; SHARMA et al., 2015;
STOCKMAN, 2015)

No periodo entre 2000 e 2016, foram relatados no Brasil 827.644 casos de
escorpionismo, com 1.153 ébitos (PUCCA et al., 2015b; BRASIL, 2016b; RECKZIEGEL e
PINTO, 2014; CHIPPAUX, 2015). Neste mesmo periodo, 0 numero de acidentes escorpiénicos
notificados foi superior ao total de acidentes causados por abelhas, cobras e aranhas combinados
(PUCCA et al., 2015b; BRASIL, 2016b)

Cerca de 70% dos casos de escorpionismo ocorrem dentro de areas urbanas ou em

torno de residéncias e, em sua maioria, em individuos entre 20 e 49 anos de idade. No entanto,
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a maior proporcéo de mortes é observada em individuos menores de 14 anos de idade (BRASIL,
2001). Além disso, a combinacdo de altas temperaturas e umidade aumenta a taxa de incidéncia
durante os meses de verdo, quando os escorpides se tornam mais ativos (BARBOSA et al.,
2012).

1.5 O ENVENENAMENTO POR Tityus serrulatus

Os sintomas resultantes de picadas da T. serrulatus sdo variaveis e podem ser
agrupados em trés fases, dependendo da gravidade da intoxicacdo. Na maioria dos casos, 0
envenenamento inicial é benigno e atinge a fase |, caracterizada por dor intensa na maioria dos
casos (Fase la); agitacdo, febre, suor, nduseas e a flutuagdo da pressdo sanguinea (Fase Ib). Em
casos moderados, hé o progresso da fase | para a fase 11 (5-10% dos casos), onde os sintomas
sdo caracterizados por sudorese, voémitos, colicas, diarreia, hipotensao, bradicardia, obstrucdo
pulmonar e dispneia. A Ultima e mais perigosa é a fase Ill, a qual é caracterizada por
complicagdes respiratdrias, tais como o edema pulmonar, broncoespasmo e cianose. Essa
ultima fase pode ser associada com hipertermia, arritmia cardiaca e isquemia do miocérdio
(CHIPPAUX; GOYFFON, 2008). O envenenamento pela T. serrulatus pode causar varios
sinais e sintomas diferentes de acordo com a composi¢do do veneno, peso corporal da vitima,
permeabilidade ao sangue, barreira cerebral, sexo, condi¢cdes de saude e local de picada
(AMARAL; DE REZENDE; FREIRE-MAIA, 1993; NISHIOKA; SILVERIA; PEREIRA,
1993; AMITAI, 1998; NUNAN et al., 2003; BAHLOUL et al., 2010; BUCARETCHI et al.,
2014; GUIDINE et al., 2014).

1.6 TRATAMENTO

A administracdo do soro antiveneno escorpiénico (SAE) ou o soro antiveneno
aracnideo (SAAr) ¢ indicado para criangas menores de 7 anos, e para todos os pacientes com
envenenamento grave (NOUIRA et al., 2005; MARCUSSI; ARANTES; SOARES, 2011).
Entre as criangas com idade superior a 7 anos e 0s adultos com envenenamento moderado, a
dor deve ser primeiramente tratada usando analgésicos orais e compressas de dgua quente no
local afetado. No caso de dor mais severa, analgésicos parenterais e / ou infiltragdo local ou
bloqueio usando agentes anestésicos sem vasoconstritor também podem ser utilizados. Se as

manifestacBes sistémicas persistirem mesmo apos a analgesia, 0 soro antiveneno (SAV) é
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indicado (CUPOQ, 2015). Sao recomendadas trés ampolas de SAE para casos moderados e, seis
ampolas de SAE para casos graves, administrados por via intravenosa durante um periodo de
15 a 20 minutos com monitoramento dos pacientes (NOUIRA et al., 2005; (MARCUSSI,
ARANTES; SOARES, 2011).

O uso do SAV tem como objetivo neutralizar o veneno circulante e o0 veneno que
estd sendo absorvido no local da picada (uma vez que o escorpido ndo injetou seu veneno
diretamente na circulacdo) (FREIRE-MAIA; CAMPQS, 1989), reduzindo ou interrompendo a
liberacdo de mediadores, antes de produzir efeitos sobre 6rgdos alvo (CUPO, 2015). Os soros
hiperimunes heterélogos sdo medicamentos que contém anticorpos produzidos por animais
imunizados. Atualmente, no Brasil, o0 SAV é rotineiramente produzido em cavalos. Inicia-se 0
processo com a imunizagdo de cavalos com antigenos especificos, que sdo preparados com 0s
venenos de animais pegonhentos para producdo dos soros hiperimunes (BRASIL, 2017.)
Embora este antiveneno heter6logo tenha provado ser efetivo na reducéo da taxa de mortalidade
em picadas da T. serrulatus, sua producdo pode apresentar alguns problemas (PUCCA et al.,
2015b). O soro heterdlogo representa um risco de complicacBes graves, como anafilaxia e
doenca no soro (RONCOLATO et al., 2015). Além disso, em relacdo a sua producdo, alguns
dos obstaculos encontrados séo o alto custo de manter os cavalos, a dificuldade em obter
grandes quantidades de veneno e a producdo de grandes quantidades de anticorpos néo
neutralizantes. Desta forma, varios esforcos foram feitos para produzir um melhor antiveneno
usando anticorpos humanos recombinantes, 0 que mitigaria esses efeitos colaterais. Um
fragmento de anticorpo monoclonal humano, chamado Serrumab, mostrou neutralizar muitas
toxinas presentes no veneno da T. serrulatus. Este anticorpo poderia ser considerado hoje a
melhor alternativa para um anticorpo neutralizante para formular um soro anti-T. serrulatus
humano no Brasil (PUCCA et al., 2012, 2014).

1.7 MECANISMOS DE ACAO DO VENENO

O veneno do escorpido T. serrulatus € uma mistura complexa, composta por
lipideos, nucleotideos, proteinas (incluindo proteases e hialuronidases), mucopolissacarideos e
peptideos (incluindo varias neurotoxinas) (GOMEZ; DINIZ, 1966; COLOGNA et al., 2009).
As neurotoxinas presentes nos venenos de escorpido evoluiram para uma bioatividade
especifica, visando, atacar e imobilizar as presas, mas também servem como importante arma
de defesa contra predadores (BOSMANS; TYTGAT, 2007).
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A maioria dos componentes identificados do veneno da T. serrulatus sdo as
neurotoxinas; portanto, uma grande quantidade de estudos sobre a T. serrulatus foca nos efeitos
neurotoxicos do seu veneno. Os mecanismos de acdo dessas neurotoxinas estdo relacionados,
principalmente, a ativacéo de canais idnicos para sodio dependentes de voltagem (Nav) e canais
ibnicos para potassio dependentes de voltagem (Kv). Esses canais levam ao potencial de acéo,
promovendo a permeabilidade aos ions, iniciando assim, o potencial de acdo (FREIRE-MAIA,;
CAMPOS, 1989; GWEE et al., 2002). O potencial de acdo é o sinal que nervos levam a outros
neurbnios ou outras células efetoras. Células excitaveis exibem um potencial de repouso
negativo (entre -70mV para neurénios). Quando ocorre o influxo do ion de sédio e o efluxo do
ion de potassio, o potencial de membrana atinge um limiar de 40mV, ocorre a despolarizacdo
da membrana, desencadeando o potencial de a¢io (CURI; ARAUJO-FILHO, 2009).

As neurotoxinas da T. serrulatus se ligam aos canais idnicos pré- ou pos-sinapticos,
levando a uma liberacdo macica de neurotransmissores, incluindo catecolaminas e acetilcolina.
Essas alteracdes dos canais ibnicos, com consequente liberacdo anormal de neurotransmissores,
levam a sintomatologia do envenenamento pela T. serrulatus (PUCCA et al., 2015b).

Diferentes neurotoxinas do veneno da T. serrulatus que ativam Nav e Kv foram descritas
e caracterizadas. As toxinas que ativam especificamente os canais para Nav sao formadas por
longas cadeias de peptideos e sdo categorizadas em duas classes: a- e B-toxinas. As o-
neurotoxinas retardam a inativacao dos canais para Nav e induzem um prolongamento da fase
de despolarizagdo do potencial de agdo. Ja as [-neurotoxinas alteram a ativacdo de voltagem
dos canais para Nav, dando origem a uma maior tendéncia da célula a disparar espontaneamente
e repetidamente, o potencial de acio (CESTELE; CATTERALL, 2000; BORDON et al., 2015).

Ainda dentro dessas duas classes, o veneno da T. serrulatus apresenta as seguintes
toxinas: Tsl, Ts2, Ts3, Ts4, Ts5, Tsl7 e Ts18 (BORDON et al., 2015). A Tsl € a toxina
encontrada em maior quantidade no veneno (16% do veneno sollvel bruto) e contribui
significativamente para a sua toxicidade do veneno (VASCONCELOS et al., 2005). A Tsl ¢,
tambem, a toxina mais estudada do veneno da T. serrulatus, atuando de forma mais intensa
sobre a cinética de ativacdo de Nav1.2, Navl.4 e Nav1.6, causando a abertura desses canais
durante o potencial de repouso (PEIGNEUR et al., 2015). Por sua vez, 0 mecanismo de agéo da
Ts2 esta ligado a inibicdo da inativacdo de Navl.2, Navl.3, Navl.5, Navl.6 e Navl.7
(COLOGNA et al., 2012). A Ts3 induz a liberacao de catecolaminas, de acetilcolina (ACh), de
oxido nitrico (NO), de &cido Gama-aminobutirico (GABA), de aspartato e glutamato, devido a
sua acao primaria sobre os canais para Nav (BORDON et al., 2015; COLOGNA et al., 2009).
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A Ts4 induz a liberacdo dose-dependente de GABA e glutamato a partir do sinaptosoma. Essa
neurotoxina era previamente conhecida como um peptideo ndo toxico; entretanto, foi
demonstrado que essa toxina induz uma reacdo alérgica com lacrimagdo e com espasmos
(SAMPAIO et al., 1996). Recentemente foi descoberto que a Ts4 age sobre Nav1.6 (PUCCA
et al., 2015a). A Ts5 possui efeito sobre a subunidade o de Nav, inibindo a rapida inativacédo de
Navl.2, Nav1.3, Navl.4, Nav1l.5, Nav1l.6 e Navl.7 (PUCCA 2015b). As neurotoxinas Tsl17 e
Ts18 foram recém-descobertas e também foram alocadas no grupo das toxinas que agem sobre
0s canais os canais de sodio, devido as suas semelhangas com outras toxinas desse grupo
(ALVARENGA et al., 2012).

Existem também as neurotoxinas que afetam os canais para Kv. Essas componentes séo
extremamente importantes, pois trabalham em sinergia com outras neurotoxinas,
potencializando o efeito do veneno. Os canais para Kv séo responsaveis por manter o potencial
de membrana em equilibrio, ajudando na repolarizacdo das células excitaveis durante o
potencial de acdo (MOUHAT et al., 2008). As toxinas da T. serrulatus, Ts6, Ts7, Ts8, Ts9,
Ts15, Ts16, Ts19 e fragmentos da Ts19 s&o classificadas no grupo das toxinas que agem sobre
0s canais para Kv. A toxina Ts6 bloqueia, em baixas concentragdes, Kv1.2, Kv1.3 e o canal
shaker. A toxina Ts7 € um potente bloqueador de multiplos subtipos de canais, incluindo Kv1.1,
Kvl.2, Kv1.3, Kv1.4 e shaker (CERNI et al., 2014). A Ts8 bloqueia seletivamente Kv ativos
(ROGWSKI et al., 1994). O mecanismo de acdo da Ts15 esta ligado ao blogueio de Kv1.2 e
Kv1.3 (COLOGNA et al., 2011). A neurotoxina Ts16 esti sendo estudada; entretanto, foi
incluida nesse grupo pois possui grande semelhanca com as demais toxinas desse grupo
(SAUCEDO et al., 2012). Um dos fragmentos da Ts19, chamado de Frag-1l da Ts19, é um
bloqueador especifico de Kv1.2 (ALVARENGA et al., 2012; CERNI et al., 2014).

As toxinas dos escorpifes tém sido usadas como ferramentas para estudos dos
mecanismos neurofisioldgicos envolvendo canais i6nicos dependentes de voltagem
(principalmente Nav) e liberacdo de neurotransmissores (ARANTES et al., 1994). Todas essas
acOes das neurotoxinas da T. serrulatus sobre os canais para ions estéo correlacionadas com os

efeitos do veneno sobre os neurdnios e masculo esquelético.

1.8 EFEITOS COMPORTAMENTAIS

Apesar dos efeitos do veneno da T. serrulatus sobre o SNC serem bem descritos na

literatura, ndo se sabe ao certo os efeitos comportamentais induzidos por seus componentes.
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Portanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos dessas neurotoxinas sobre o
comportamento, o aprendizado e a memoria.

No estudo de Santos-da-Silva e colaboradores (2017) relatou-se alteragOes
comportamentais em ratos induzidas pelo veneno da T. serrulatus. Imediatamente apés a
injecdo do veneno, 0s animais apresentaram sintomas caracterizados por agitacdo e vocalizacao,
lacrimacdo, ptose palpebral, sialorréia e secre¢des nasais com sangue, dificuldade respiratoria,
alteracfes nos movimentos de mastigacdo, comportamentos estereotipicos, espasmos (membro
posterior) e convulsdes. Os efeitos iniciaram 5 minutos apos a inje¢do do veneno e continuaram
por aproximadamente 3 horas. O mesmo estudo demonstrou que na avaliacdo das atividades
gerais e locomotoras realizadas 1 hora apos a inje¢do do veneno do escorpido T. obscurus, 0s
animais apresentaram uma diminuigdo significativa nas atividades gerais e locomotoras
(SANTOS-DA-SILVA et al., 2017).

Como descrito anteriormente, 0 veneno de escorpido é neurotdxico, o que pode
induzir danos a células do SNC. Entretanto, ndo se sabe ao certo quais 0s danos podem estar
relacionados aos efeitos neurotdxicos do veneno do escorpido T. serrulaus. Estudos avaliando
os efeitos comportamentais e neuroquimicos do veneno do escorpido T. serrulatus sdo

necessarios para o melhor entendimento dos mecanismos deste veneno.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Paula%20Santos-da-Silva%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28012802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Paula%20Santos-da-Silva%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28012802
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da administracdo do veneno escorpionico da T. serrulatus sobre

parametros comportamentais em camundongos Balb/c.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar os efeitos da administracdo do veneno escorpiénico da T. serrulatus
sobre a atividade locomotora, atividade exploratoria, comportamentos estereotipicos e

comportamentos do tipo ansiosos em camundongos Balb/c através do teste de campo aberto.

= Avaliar os efeitos da administracdo do veneno escorpiénico da T. serrulatus
sobre a memoria de habituagdo em camundongos Balb/c através do teste de memoria de

habitucao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA, o qual estabelece
a Diretriz da Prética de Eutanésia e Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais
em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica — DBCA. Todos o0s procedimentos foram

aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA (Protocolo 005/2017-1).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 60 camundongos Balb/c, machos adultos, com 60 dias, pesando
entre 25 a 30g provenientes do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC.
Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno (41x34x16 cm), distribuidos em
6 animais por caixa, sob um ciclo claro/escuro de 12h, agua e comida ad libitum e temperatura
de23°C+1°C.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais: LCRa (controle), 10
ng/uL, 100 ng/pL, 200 ng/pL e 300 ng/uL de veneno da T. serrulatus. Todas as doses de
veneno foram diluidas em liquido cefalorraquidiano artificial (LCRa), com um volume final de
3 WL por camundongo. O grupo controle recebeu apenas (LCRa). Para cada grupo experimental
foi utilizado um n = 12 animais por grupo, totalizando 60 animais. No primeiro dia foi realizada
a administracéo via intracerebroventricular (ICV) a mao livre do veneno da T. serrulatus. Apos
24 horas da administragdo do veneno, os animais foram submetidos aos testes comportamentais
(Figura 1).
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Figura 1. Desenho experimental cronolégico partindo da administragdo via ICV do veneno do
escorpido T. serrulatus.

ICV TREINO TESTE Diluidasem liquido
[ | | cefalorraquidiano artificial
|\ l ! (LCRa).
Y Y
1 24 horas 2 24 horas 3 LCRa (controle) = 12 animais

s 10 ngveneno =12 animais
100 Ng veneno =12 animais
200 Ng veneno =12 animais
300 Ngveneno =12 animais

v

Testes comportamentais
de campo aberto

Volume final: 3 uL/animal.

Fonte: Do autor, 2017.

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.1 Teste de campo aberto

O teste de campo aberto foi realizado em um aparato de (40x40 cm) cercado por
trés paredes de madeira de 50 cm de altura e com um vidro frontal na mesma medida. A parte
inferior do aparato é dividida em 16 quadrantes de linhas pretas. Os animais foram
cuidadosamente colocados no quadrante inferior esquerdo (IZQUIERDO; MEDINA 1997,
TAUBENFELD et al., 1999; CAMMAROTA et al., 2000).

Foi avaliado, durante 5 min, o nimero de cruzamentos (momento que o animal
cruza a linha), a atividade exploratéria (momento que o animal fica apoiado sobre as patas
trazeiras), a laténcia (tempo que o animal leva para sair do primeiro quadrante), as visitas ao
centro do aparato (momento que o animal passa ou para no centro do aparato), 0 grooming
(tempo de auto-limpeza), sniffing (tempo de limpeza das vibrissas) e bolo fecal (quantidade de
fezes).

3.4.2 Teste de memoria de habituacéo
O teste de memoria de habituacéo foi realizado no mesmo aparato do teste do campo

aberto. O teste foi dividido em duas etapas, na primeira etapa denominada habituacéao (treino),

0s animais foram colocados no aparato para que pudessem explorar 0 ambiente. O tempo de



21

exploracdo foi de 5 min, em que contabilizou-se 0 nimero de cruzamentos (momento que 0
animal cruza a linha) e a atividade exploratoria (momento que o animal ergue-se sobre as patas
trazeiras).

Apo6s 24 horas realizou-se o teste, onde 0 mesmo animal foi colocado novamente
por 5 min no aparato e foram avaliados 0s mesmos parametros. Avaliando-se, entdo, a memoria
de habituacdo, uma vez que é esperado gue 0s animais se lembrem do ambiente, fazendo com
que explorem menos o0 ambiente do aparato (IZQUIERDO; MEDINA, 1997; TAUBENFELD
etal., 1999; CAMMAROTA et al., 2000).

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises estatisticas dos testes comportamentais foi utilizado o teste
ANOVA de uma via seguida pelo post hoc de Tukey para avaliacdo da atividade locomotora,
atividade exploratoria, laténcia, grooming, sniffing, visitas ao centro e bolo fecal. Para a
avaliacdo da memoria de habituacdo foi utilizado o teste T student para amostras dependentes.
Foi considerado estatisticamente significativo quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 TESTE COMPORTAMENTAL

Na figura 2 pode ser observado que ndo houve diferenca significativa na atividade
locomotora (nimero de cruzamentos) e na atividade exploratoria (nimero de levantamentos)
dos animais em nenhuma das doses avaliadas, quando comparadas com o grupo controle.
ANOVA de uma via revelou efeitos ndo significativos da administracdo do veneno da T.
serrulatus [Crossings: p < 0,308; Rearings: p < 0,111].

Figura 2. Efeitos da administracdo do veneno escorpiénico da Tityus serrulatus sobre o nimero
de cruzamentos e nimero de levantamentos dos animais (n = 12 por grupo). Os dados estéo
expressos como média + erro padrdo. As analises foram realizadas utilizando ANOVA de uma
via seguida pelo post hoc de Tukey, considerando p < 0,05 como estatisticamente significativo.
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40+

20+
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Fonte: Do autor, 2017.
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Na figura 3 pode ser observado que ndo houve diferenca significativa no
comportamento estereotipico dos animais, avaliado através do tempo de auto-limpeza e do
tempo limpeza das vibrissas dos animais. ANOVA de uma via revelou efeitos ndo significativos

da administracdo do veneno da T. serrulatus [Groomings: p < 0,102; Sniffings: p < 0,312].

Figura 3. Efeitos da administracdo do veneno escorpionico da Tityus serrulatus sobre o tempo
de auto-limpeza e tempo de limpeza das vibrissas dos animais (n = 12 por grupo). Os dados
estdo expressos como media * erro padrdo. As andlises foram realizadas utilizando ANOVA de
uma via seguida pelo post hoc de Tukey, considerando p < 0,05 como estatisticamente
significativo.
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Fonte: Do autor, 2017.
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Na figura 4 pode ser observado que ndo houve diferenca significativa no
comportamento do tipo ansioso dos animais, avaliado através dos seguintes comportamentos:
tempo de laténcia no primeiro quadrante, nimero de visitas ao centro do campo aberto e nimero
de bolo fecal dos animais. ANOVA de uma via revelou efeitos ndo significativos da
administracdo do veneno da T. serrulatus [Laténcia: p < 0,701; Visitas ao centro: p < 0,732;
Bolo fecal: p < 0,475].

Figura 4. Efeitos da administracdo do veneno escorpionico da Tityus serrulatus sobre o tempo
de laténcia, numero de visitas ao centro e nimero de bolo fecal dos animais (n = 12 por grupo).
Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. As analises foram realizadas utilizando
ANOVA de uma via seguida pelo post hoc teste de Tukey, considerando p < 0,05 como
estatisticamente significativo.
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Como pode ser observado na figura 5 os animais do grupo controle (p < 0,019), do
grupo 10 ng/uL (p < 0,001), 200 ng/uL (p < 0,008) e 300 ng/uL (p < 0,034) de veneno
diminuiram significativamente o nimero de cruzamentos quando comparado o treino e o teste,
demonstrando aquisicdo de memoria. Entretanto, os animais que receberam a dose de 100
ng/uL (p < 0,576) nao apresentaram diferenca significativa no nimero de cruzamentos, durante

o teste quando comparado o treino, demonstrando dano a memoria de habituacéo.

Figura 5. Efeitos da administracdo do veneno escorpiénico da Tityus serrulatus sobre a
memoria de habituacdo dos animais (n = 12 por grupo). Os dados estdo expressos como media
+ erro padrdo. As andlises foram realizadas utilizando o Teste T Student para amostras
dependentes, considerando p < 0,05 como estatisticamente significativo.
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Fonte: Do autor, 2017.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a administracdo do veneno da T. serrulatus nas
doses de 10 ng/pL, 100 ng/pL, 200 ng/uL ou 300 ng/pL de veneno nédo alterou as atividades
locomotora e exploratéria, e nem 0s comportamentos estereotipicos dos camundongos. Um
estudo recente demonstrou que houve uma diminuicdo da atividade geral e da atividade
locomotora de ratos apds a administracdo do veneno da T. obscurus (SANTOS-DA-SILVA et
al., 2017). Entretanto, essa diferenca entre os estudos pode ser explicada pelo fato de que, além
de serem venenos provenientes de espécies diferentes, houveram diferencas metodoldgicas
entre os trabalhos. No estudo de Santos-da-Silva e colaboradores (2017) a avaliacdo da
atividade locomotora foi 1h apds a administracdo do veneno e o presente estudo avaliou esses
efeitos 24h apo6s a administracdo dessa substancia. Além disso, as doses utilizadas no presente
estudo foram de 10 ng/pL, 100 ng/pL, 200 ng/pL e 300 ng/pL do veneno da T. serrulatus
administradas intracerebroventricularmente em camundongos e no estudo prévio (SANTOS-
DA-SILVA et al., 2017) foram utilizadas as doses 0,5 mg/kg, 2 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg ou
15 mg/kg do veneno da T. obscurus administradas em ratos intraperitonealmente pode afetar
outros 6rgdos que ndao o SNC. O presente estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos do veneno
da T. serrulatus 24 horas apds a administracdo, com o intuito de verificar efeitos a longo prazo.

Lourenco e colaboradores (2002) demonstraram que 2 minutos apds a
administracdo intravenosa de algumas fragdes do veneno da T. bahiensis também diminuiram
as atividades locomotora e exploratoria dos animais. Em relacdo aos comportamentos
estereotipicos, um estudo prévio demonstrou que a administracdo intrahipocampal de Ts2, uma
toxina isolada do veneno da T. serrulatus, induziu vérios tipos de comportamentos
estereotipicos relacionados a convulsdes em ratos, como: movimentos de maxilar intensos,
movimentos de maxilar mastigatério, movimentos orofaciais repetidos e limpeza intensa das
vibrissas (SANDOVAL; LEBRUN, 2003). Juntos esses estudos mostraram que, ao contrario
do presente estudo, o veneno do escorpido do género Tityus, na maioria das vezes, induz
alteracbes comportamentais, tanto relacionados aos movimentos livres, quanto aos
comportamentos estereotipicos.

De acordo com a literatura, a excessiva liberacdo de neurotransmissores causada
pelas neurotoxinas do veneno do escorpido do género Tityus € capaz de alterar a funcéo neuronal
(CARVALHO et al., 1998; NENCIONI; LEBRUN; DORCE, 2003; NENCIONI et al, 2009;
OSSANAI et al., 2012, 2013), o que, consequentemente, pode levar a disfuncéo
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comportamental. Além disso, 0 veneno desse género € capaz de agir sobre 0s canais para Nav
e Kv. Esses canais sdo responsaveis por varias funcdes essenciais no SNC, como: controlar o
potencial de acg&o, regular a atividade neuronal, modular secrecdo hormonal e liberagdo de
neurotransmissores. Qualquer interferéncia sobre esses canais pode afetar o funcionamento
normal do cérebro e levar a alteracbes comportamentais (BATISTA et al., 2000, 2002a, 2002b,
2004; MURGIA et al., 2004). No presente estudo as doses avaliadas do veneno da T. serrulatus
ndo foram capazes de alterar a locomocao, exploracdo e comportamentos estereotipicos dos
animais; portanto, mais estudos, utilizando outras doses, tempos e vias de administracdo sdo
necessarios para melhor caracterizar os efeitos dessa substancia sobre o comportamento dos
animais.

O presente estudo demonstrou que a administracdo ICV do veneno da T. serrulatus
ndo induziu comportamentos do tipo ansiosos nos animais, avaliados atraveés do nimero de
visitas ao centro do campo aberto, tempo de laténcia no primeiro quadrante e quantidade de
bolo fecal. Um estudo prévio demonstrou que a administracdo do veneno da T. serrulatus no
periodo pré-natal induziu ansiedade na prole adulta dessas ratas expostas ao veneno (DORCE
et al., 2017). Martins e colaboradores (2016) submeteram ratos em diversas fases do periodo
pos-natal a administracdo de veneno da Tityus bahiensis. Esse grupo de pesquisadores
demonstrou que a administracdo desse veneno no dia 2 do periodo pos-natal induz
comportamento do tipo ansioso na vida adulta de fémeas e machos de ratos. Ja os animais, tanto
machos quanto fémeas, expostos ao veneno no dia 16 do periodo pds-natal ndo apresentaram
alteracdes nesse tipo de comportamento. A exposi¢do ao veneno do escorpido do género Tityus
no periodo intrauterino ou no periodo p6s-natal parece alterar o neurodesenvolvimento e parece
estar ligada a alteracbes no comportamento do tipo ansioso em ratos. O presente estudo foi o
primeiro a avaliar o efeito dessa substancia administrada na vida adulta. Tendo em vista as
contradicGes sobre os efeitos dos venenos do género Tityus sobre a ansiedade, mais estudos
com outras doses e outros tempos de avaliacdo apos a administracdo do veneno da T. serrulatus
precisam ser considerados.

Neste estudo foi demonstrado que a administracao da dose de 100 ng/uL do veneno
de T. serrulatus induziu dano & memoria de habituac&o dos animais. Este foi o primeiro estudo
gue avaliou o efeito do veneno de escorpido do género Tityus sobre a memoria de animais
experimentais. Um estudo prévio demonstrou que a regido parahipocampal e parte da formagéo
hipocampal séo as regides com maior quantidade de sitios de correntes de sodio ressurgente, 0

que tem sido associada a neurdnios que disparam potencial de acdo em alta frequéncia
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(CASTELLI; NIGRO; MAGISTRETTI, 2007). Juntas, essas regibes hipocampal e
parahipocampal formam o chamado sistema de memoria do I6bulo temporal medial, que é bem
conhecido por desempenhar um papel crucial em varios aspectos da formagdo da memodria,
incluindo orientacdo espacial (EICHENBAUM, 2000; WITTER e WOUNTERLOOD, 2002).
Como descrito anteriormente, o veneno do escorpido T. serrulatus age sobre canais para Nav e
de Kv, 0 que pode alterar o funcionamento normal do SNC (BATISTA et al., 2000, 20023,
2002b, 2004; MURGIA et al., 2004). Sugere-se que a agdo do veneno sobre os canais para Nav
e Kv em estruturas cerebrais especificas, como hipocampal e parahipocampal, pode estar
induzindo dano nessas estruturas cerebrais e, consequentemente, induzindo dano cognitivo nos
animais. Desta forma, a alteracdo na capacidade cognitiva apds a injecdo do veneno da T.
serrulatus poderia ser justificada pela presenca de sitios de correntes de sodio ressurgente, uma
vez que, grande parte das neurotoxinas presentes no veneno tem potencial de alterar

fluxo/influxo de so6dio nas células do SNC.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que os efeitos neurotoxicos do veneno da T. serrulatus, apesar de ndo
alterarem movimentos livres e comportamentos do tipo ansiosos nos camundongos, pode levar
a um dano cognitivo. Entretanto, mais estudos, utilizando outras doses e outros tempos de
administracdo dessa substancia, sdo necessarios para melhor caracterizar os efeitos do veneno

da T. serrulatus sobre o comportamento e o SNC.
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