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RESUMO

A espécie Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922, vem se destacando no Brasil pelos
graves acidentes ocasionados e sua vasta sintomatologia desenvolvida pela varie-
dade de moléculas que compde o veneno. Entre os principais moléculas, destacam-
se as a e B-toxinas, que possuem acao nos canais ibnicos, COmo 0s canais permea-
veis para Na*, ao K*, ao Ca?* e CI.. Ao interagir com os diferentes canais, as toxinas
do veneno provocam liberagdo de neurotransmissores em niveis elevados, como a
dopamina que é liberada principalmente nas regides cerebrais, ocasionando a des-
polarizacdo de membranas. O Unico tratamento recomendado pela Organizacao
Mundial de Saude é a administracdo de soros antiescorpidnicos — SAEsc. Em 2017,
NOSSO grupo mostrou pela primeira vez que o veneno do escorpido T. serrulatus, le-
va a danos proteicos e na molécula de DNA, onde estes podem progredir a disfun-
cOes, e complicacdes no sistema celular. Sabendo dos efeitos ocasionados pelo ve-
neno desta espécie, este trabalho visou avaliar a atuacdo de um dos SAEsc mais
utilizados no Brasil na modulagdo gendmica e verificar ainda sua acao neutralizante
a nivel dopaminérgico. Para alcancar tais objetivos, foram utilizados 96 camundon-
gos Swiss adultos (18-22g com 28-35 dias), divididos em 3 grupos com 30 animais
cada: Grupo que recebeu somente veneno, grupo que recebeu somente SAEsc e
grupo que recebeu veneno + SAEsc. Cada grupo foi redividido em 5 subgrupos con-
tendo 6 animais que foram submetidos & eutanasia em diferentes tempos (1h, 2h,
6h, 12h e 24h). Além destes, um grupo controle com 6 animais recebeu administra-
cao de tampéao fosfato-salino (PBS) e foi submetido a eutanasia em seguida (tempo
de Oh). Nos diferentes grupos administrou-se por animal via subcutanea 100ul cor-
respondente a */2DLsode veneno de T. serrulatus, e/ou 10ul de SAEsc. A eutanasia
foi realizada apos os tempos de exposi¢cdo, onde foram retiradas as estruturas cor-
tex, estriado, hipocampo, figado, pulméo e rim para analise de cromatografia liquida
de alta performance (CLAE), pelo método de dosagem de monoaminas e ensaio
cometa para avaliar danos no DNA. Retirou-se o fémur para extracdo da medula 0s-
sea, de forma a realizar a analise de mutagenicidade pelo ensaio de Micronucleo
(MN). Os resultados demonstram que o veneno de T. serrulatus apresenta maior
liberacdo de dopamina nas primeiras horas. Entretanto, a atuacdo do SAEsc parece
ser eficaz na neutralizacdo em nivel dopaminérgico em até 24h apos o acidente. Por

fim, nossos achados demonstram que o SAEsc avaliado, € capaz de neutralizar os



niveis dopaminérgicos apds intenso aumento devido ao envenenamento no periodo
de até 24h. Além disso, foi observado neutralizacdo do veneno de T. serrulatus em
nivel molecular até 12h de acdo apos o envenenamento. Por outro lado, a partir de
24h apés o envenenamento, no qual o reparo celular ndo se mantém eficiente, pode
ocorrer danos mutagénicos tanto em animais tratados quanto néo tratados. Sendo
assim, os presentes resultados sugerem que o veneno permitiu agir sobre a modula-
cdo gendmica do modelo experimental utilizado. Sobretudo, mais estudos devem ser
realizados em relacdo as doses e quantidade de aplicacdes do SAEsc, além de pro-

curar compreender melhor os mecanismos de agao dos soros.

Palavras-chave: Tityus serrulatus; Soro antiescorpiénico; dano do DNA; Micronu-

cleo; Dopamina; Neurotransmissor.



ABSTRACT

The species Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922, has been standing out in Brazil for
the serious accidents caused and its vast symptomatology developed by the variety
of molecules that compose the venom. Among the main molecule, the a and 3-toxins
are highlighted, which have action on the ion channels, such as permeable channels
for Na*, K*, Ca?* and CI. When interacting with the different channels, venom toxins
cause neurotransmitter release at high levels, such as dopamine, which is released
mainly in the brain regions, causing depolarization of membranes. The only treatment
recommended by the WHO is the administration of anti-corticosteroid sera - SAEsc.
In 2017, our group showed for first time the venom of the T. serrulatus leading to pro-
tein damage and DNA molecules, where they can progress to dysfunctions, and
complications in the cellular system. Knowing the effects caused by the venom of
this species, this work aimed to evaluate the performance of one of the most used
SAEsc in Brazil in genomic modulation and to verify its neutralizing action at the do-
paminergic level. To achieve these objectives, 96 adult Swiss mice (18-22g with 28-
35 days) were used, divided into three groups with 30 animals each: Group that re-
ceived only venom, group that received only SAEsc and group that received venom +
SAEsc. Each group was redivided into five subgroups containing six animals that
were euthanized at different times 1h, 2h, 6h, 12h, and 24h. In addition, a control
group with six animals received administration of phosphate-buffered saline (PBS)
and was euthanized (0Oh time). In the different groups it was administered per animal
subcutaneously 100 pL corresponding to 1/2DLso of venom of T. serrulatus, and / or
10 pL of SAEsc. Euthanasia was performed after exposure times and the structures
cortex, striatum, hippocampus, liver, lung and kidney were removed for quantification
the monoamines by high performance liquid chromatography (HPLC) analysis and
comet assay. The femur was removed for bone traction in order to carry out the mu-
tagenicity analysis using the Micronucleus (MN) enhancer. The results show that T.
serrulatus venom presents greater dopamine release in the first hours. However, the
action of SAEsc seems to be effective in dopaminergic neutralization within 24 hours
after the accident. Finally, our findings demonstrate that the SAEsc is assessed as
being able to maintain a dopaminergic equilibrium after increased levels due to en-
venomation up to 24 hours. In addition to neutralizing the poison of T. serrulatus at a

molecular level up to 12 hours after the poisoning. Except from 24 hours after the



accident, in which cell repair does not remain efficient, evolving to mutagenic damag-
es in both treated and untreated individuals. Demonstrating that venom allowed to
act on the genomic modulation of the individual. Above all, more studies should be
carried out in relation to the doses and amount of SAEsc applications, besides seek-

ing to understand even better the mechanisms of action of sera.

Key words: Tityus serrulatus; Antiscorpionic serum; DNA damage; Micronucleo; Do-

pamine; Neurotransmitter.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Morfologia de Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922.............cccccvvvviiiiinnnnnnne 18
Figura 2: Distribuicdo do escorpionismo no mundo. Em destaque as linhas nos
L0] 0 ToT0 1 J PR PPPPPPRTTT 21

Figura 3: Fluxograma do desenho experimental, definindo a distribuicdo de grupos.

Fonte: Da autora, 2018. ... 31
Figura 4: Etapas experimentais do Ensaio Cometa, até a leitura em microscopio

Figura 5: Classes de Danos obtidas pelo Teste Cometa, com coloracdo de syber
0 0o RS 34
Figura 6: Eritrocito policromatico micronucleado em medula éssea de camundongos.
ENC: Eritrécito Normocromatico; EPC: Eritrocito Policromético; MN: micronucleo...35
Figura 7: A niveis de dopamina (DA) por proteina (ng/pg) detectado em células do
cortex cerebral de camundongos; B niveis de dopamina por proteina (ng/ug)
detectado em células do hipocampo de camundongos; C niveis de dopamina por
proteina (ng/ug) detectado em células do estriado de camundongos. Os dados foram
expressos em meédia £ desSVio PAAIrA0. .........ceiiieeeiiiieeicee e 37
Figura 8: Representacao dos niveis de dopamina por proteina (ng/pg) detectado em
células hepaticas de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio
PAATEIO. .. 38
Figura 9: Representacao dos niveis de dopamina por proteina (ng/pg) detectado em
células renais de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio
PAAIEIO. .. 38
Figura 10: Representacdo dos niveis de dopamina por proteina (ng/ug) detectado
em células pulmonares de camundongos. Os dados foram expressos em média +
(03 o N o = To | = T TSP 39
Figura 11: D Representacao da frequéncia (FD); E indice de danos (ID) na molécula
de DNA de células do cortex de camundongos. Os dados foram expressos em média

a0 (=11 o T 0T T | > o JON PSRRI 40



15

Figura 12: F Representacdo da frequéncia (FD); G indice de danos (ID) na molécula
de DNA de células do estriado de camundongos. Os dados foram expressos em
paT=To [ F= B o [Ty o I o = o | > T S 41
Figura 13: H Representacdo da frequéncia (FD); | indice de danos (ID) na molécula
de DNA de células do hipocampo de camundongos. Os dados foram expressos em
MEdIA £ AESVIO PAAIEIO. .. .eeeeiiiiie ettt e e e e e e e e eeeeaeeas 42
Figura 14: J Representacéo da frequéncia (FD); K indice de danos (ID) na molécula
de DNA de células hepaticas de camundongos. Os dados foram expressos em
Ea1=To b= B o [Ty VT I o =T [ = Lo TR PRSPPI 43
Figura 15: L Representacdo da frequéncia (FD); M indice de danos (ID) na molécula
de DNA de células pulmonares de camundongos. Os dados foram expressos em
MEdia £ deSVIO PAUIA0. .......oeviiiiiiii i e e e e e e e e 44
Figura 16: N Representacdo da frequéncia (FD); O indice de danos (ID) na molécula
de DNA de células renais de camundongos. Os dados foram expressos em média +

(0 1253V o 1 0= To [ = Lo TS0 PO 45



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Classificacdo quanto a gravidade e dose recomendada de soro
oY1 [T Yoo ][] 1o o P 26
Tabela 2: Numero de eritrcitos policromaticos micronucleados (EPCMn) e
eritrécitos normocromaticos (ENC) observados em amostras de medula 6ssea de

camundongos Swiss fémeas tratados com soro antiescorpionico — SAEsc.............. 46



SUMARIO

R0 ] 510070 J T 18
1.1 ESCORPIAOD ..ottt ettt ettt e et e et e eae et et eeaenaeeeeeeens 18
1.1.1 Espécie Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922.........cccooeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeein, 19
1.1.2 ESCOIPIONISIIO ...ttt 20
I G BV Y T T 21
I ][] (o] =1 0] [ o | - PSS 23
1.1.5 SOMOTEIAPIA . ...ttt 24
1.1.6 Genotoxicidade e mutageniCidade ...............uuuuuuiimmmiimiiiiiiiiiiee 27
1= ] = 1Y/ RS 29
2.1 OBJIETIVO GERAL .....oiitiieeceeete ettt ettt te st saeeae e eae e 29
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......ciiiteeeecee ettt 29
3 MATERIAIS E METODOS ......ooiiviieeeee ettt ettt eae s 30
3.1 ANIMAIS E COMITE DE ETICA EM PESQUISA ......cooiiiieieieeeeeeeee e, 30
Y4 = ] = N[ R 30
3.3 DESENHO EXPERIMENTAL .....ooiiiiiiiiiecieceeeeeee ettt 30
3.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA DETECCAO POR HPLC ................. 32
3.5 ANALISE DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)
.................................................................................................................................. 32
3.6 ENSAIO COMETA .. oottt ettt ettt st 32
3.7 TESTE DE MICRONUCLEOS (MN) ....oviiiiiiiieicie e e 34
3.8 ANALISES ESTATISTICA ....oiiveieee ettt 35
A RESULTADOS. ...ttt ettt ettt e et e et e et e et e et e eaeeeestesaees 36
4.1 ANALISE DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)
.................................................................................................................................. 36
4.2 ENSAIO COMETA ..ottt et eae e 39
4.3 TESTE DE MICRONUCLEOS (MN) ...uoiuiiieieieieceeeee et 45
B DISCUSSAD ...ttt ettt et et e ettt et e et e te et e st e e ete e e A7
B CONCLUSAD ...ttt ettt ettt 56
REFERENCIAS ..ottt ettt et te st eae et eesteaneesteaneeseeanens 57
ANEXO ..ottt ettt ettt ettt e ete s 66



18

1 INTRODUCAO

1.1 ESCORPIAO

Os aracnideos apresentam uma habil capacidade de adaptagdo e por isso
habitam a terra ha milhares de anos. Os escorpifes, sdo um dos representantes en-
contrados no ambiente terrestre ha mais de 400 milhdes de anos, apresentando
poucas alteracbes em sua morfologia, 0 que permitiu que se adaptassem nos mais
diversos habitats terrestres, abrangendo florestas tropicais, equatoriais temperadas,
savanas, cavernas e montanhas (Lourenco, 2001).

Este aracnideo apresenta em sua estrutura morfologica (Figura 1) o prosso-
ma, que abrange a regido da carapaca, a qual contém um par de queliceras e um
par de quelas (pingas) na sua terminacdo (ou pedipalpos). Seu abdémen € definido
como opistossoma, que se divide em tronco e cauda mesossoma e metassoma, res-
pectivamente. Ao final da cauda encontra-se o télson (segmento no qual ocorre a
producdo de veneno), e por fim encontra-se o aguilhdo, estrutura utilizada para ino-
cular o veneno (Brazil, 2010). Seu conjunto corpéreo é composto por cerdas que
atuam como 6érgaos sensoriais, responsaveis por detectar as vibracdes, entre outras

modificacdes em seu habitat (Marcussi et al., 2011).

| Cauda (Metassoma) | | Tronco (Mesossoma) | I Carapaca (Prossoma)
I I

|HHHH”HHHH”HH“H”HHHHWHHUH”HHHH”HHHHW
(o] 1 2 3 A 5 6 7

Figura 1: Morfologia de Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922.
Fonte: Rochol, 2017, com adaptac¢des do autor, 2018.

Estes animais, possuem uma estrutura especializada para inserir veneno em
outro individuo quando em situacfes de ameaca. Devido a esse processo de injecédo

do veneno, através de uma estrutura inoculadora, sdo considerados animais pego-
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nhentos. Isso acontece por meio de glandulas que se comunicam com ferrdes ou
agulhdes, que irdo permitir a passagem ativa do veneno (Lima, 2014).

Os escorpifes pertencem a classe Arachnida e ordem Scorpiones, no qual
abrange cerca de 1.500 espécies. Sado encontradas no Brasil T. serrulatus, T. bahi-
ensis, T. stigmurus e T. obscurus (Reckziegel e Pinto, 2014) espécies estas que es-
tdo classificadas dentro de 16 a 19 familias, dentre elas a familia Buthida, que
abrange na faixa de 550 espécies, destando-se a espécie Tityus serrulatus, que se
caracteriza pelo seu tronco escuro, apéndices e cauda amarelada, além de sua falsa
cauda serrilhada. Esses individuos possuem habitos noturnos, comumente encon-
trados em ambientes secos e de altas temperaturas, podendo ser encontrados sob
pedras, entulhos, aglomerados de sujeira (lixo, serapilheira, troncos, resquicios de
tijolos e madeira) normalmente emergindo apdos o pér do sol (Rafizadeh et al., 2013;
Nejati et al., 2014).

Os escorpides ndo possuem hébitos migratérios e costumam apresentar um
territorio restrito, cerca de alguns metros quadrados. Devido a a¢édo antrdpica, urba-
nizacdo e o processo de modificacdo natural do ambiente, estes individuos podem
vir a se dispersar, podendo assim colonizar novos ambientes, o que pode alterar
consequentemente o padrao epidemioldgico existente. Sobretudo, com a influéncia
de tal processo antrdpico que vem crescendo exacerbadamente, leva-se a um maior

agravo, este que tem se tornado negligenciado pela saude publica (Brazil, 2018).

1.1.1 Espécie Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922

Dentre as espécies de maior preocupacado médica, decorrente da quantidade
de casos registrados destaca-se o escorpiao T. serrulatus, descrito por Lutz & Mello,
no Brasil, em 1922. Desde entéo, é um dos principais responsaveis pela maior parte
dos acidentes escorpibnicos no pais. T. serrulatus apresentando ampla distribuicdo
geografica, sendo predominante nos estados de Minas Gerais, Bahia, Rio de Janei-
ro, Espirito Santo, Sado Paulo, Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina e Goias.
Esta ampla distribuicéo justifica-se pela sua facil adaptacdo ao meio urbano, além de
sua reproducdo partenogenética que se da pelo desenvolvimento de novos indivi-
duos por meio de 6vulos néo fertilizados (Lourenco, 2008; Marcussi et al., 2011; Sei-
ter e Stockmann, 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010116306286?via%3Dihub#bib41
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Fatores como sua facil adaptacdo em diferentes locais, suportando a extre-
mos de temperatura ou alternancia de climas, dificiimente s&o interferentes no bem-
estar destes aracnideos. Fatores como esses e sua forma de reproducéo, levam a

uma progressao no agravo de acidentes escorpidnicos (Marcussi et al., 2011).

1.1.2 Escorpionismo

O escorpionismo se caracteriza por um quadro clinico ocasionado apds um
episédio de acidente escorpidnico. Isso se deve a inoculacdo do veneno que € com-
posto por uma infinidade de toxinas, que passam ativamente por meio do aguilhdo
(Ciruffo et al, 2012).

De acordo com os dados do Ministério da saude (2018b), foram notificados
no Brasil durante o ano de 2017 e inicio de 2018, cerca de 125.156 casos de aciden-
tes por escorpionismo em todo territorio Brasileiro destacando-se as regifes nordes-
te e sudeste. Sendo que 1.257 casos evoluiram ao Obito entre os anos de 2000 a
2017, acometendo em sua maioria criancas em idosos (Brasil, 2018c).

Devido a facil habitacdo, aspectos reprodutivos que facilitam sua proliferacéo
e o fato de grande parte de casos ndo serem notificados, alguns dados epidemiol6-
gicos tem demonstrado que casos de escorpionismo no Brasil crescem continua-
mente, sendo que no ano de 2000 os registros eram de 12.552 casos, ja em 2014
esses valores chegaram a 87.093, chegando em 2015 com 86.406, 2016 com
91.647 e por fim, aumentando ainda mais em 2017 como ja descrito anteriormente
(Brasil, 2018a).

O numero de notificacbes nem sempre € fidedigno, devido a grande parte
destes acidentes com aracnideos acometerem populacdes que muitas vezes se en-
contram afastadas do atendimento publico de saude, pertencendo a locais de baixo
nivel econdmico (Chippaux e Goyffon, 2008). Tal dificuldade do gerenciamento de
servicos de salde, leva a casos de acidentes ndo registrados em algumas regioes
do Brasil e no mundo. Assim como algumas areas da Africa e Asia, onde existem

populacdes consideradas de risco (Figura 2) (Chippaux e Goyffon, 2008).
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Incidéncia por 100.000 habitantes

Limites de
T distribuigao [:] <1 - 1a100 - >100

Figura 2: Distribuicdo do escorpionismo no mundo. Em destaque as linhas nos tropicos.
Fonte: Chippaux e Goyffon, 2008; Lara, 2012.

No geral, grande parte dos registros de acidentes com aracnideos no Brasil,
cresceu devido a preocupacao médica e cientifica em notificar boa parte desses ca-
sos. Sendo assim, em agosto de 2010, o agravo foi entdo incluido na Lista de Notifi-
cacdo Compulséria (LNC) do Brasil, publicada na Portaria N° 2.472 de 31 de agosto
de 2010 (ratificada na Portaria N° 204, de 17 de fevereiro de 2016).

1.1.3 Veneno

Dentre as inUmeras caracteristicas e habitos que o define, o escorpido T.
serrulatus é uma das espécies de maior relevancia do sentido epidemiolégico e mé-
dico, principalmente se tratando no Brasil. Isso se deve a composi¢cao do seu veneno
e suas propriedades, que veem a desenvolver uma vasta sintomatologia (Brasil,
2018a).

A composicdo do veneno pode variar de acordo com os habitos e habitats
em que o animal esta inserido, assim como a dieta que pode influenciar intimamente
nas propriedades dessas toxinas e proteinas envolvidas. Tais aspectos podem ser

modificados de acordo com as presas especificas que este aracnideo vem se ali-
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mentando, no qual normalmente restringe-se a baratas, grilos, entre outros insetos
(Pucca et al., 2014).

Dentre os constituintes desse veneno encontram-se mais de 100.000 molé-
culas, incluindo inUmeros compostos, desde sais inorganicos, nucleotideos, polissa-
carideos, proteinas, fosfolipases, peptideos, e enzimas como metaloproteinases e
hialuronidases (Reckziegel et al., 2014; Nencioni et al., 2018). O quadro clinico do
acidente pode-se agravar devido a acdo das neurotoxinas presentes no veneno e de
todos estes compostos que a compdem (Pucca et al., 2015).

Inidmeras sao as toxinas presentes na composicdo do veneno de T. serrula-
tus. Entretanto, nem todas possuem estudos que relatam sua estrutura e agéo, sen-
do elas as toxinas Tsl, Tsll, Tslll, TsIV e TsV (Vaconcelos et al., 2005; Amaro et al.,
2011). Estas toxinas possuem acao sobre a interacdo de canais ibnicos, como 0s
canais permedaveis ao Na*, ao k*, ao Ca?* e canais para Cl, que sdo os principais
responsaveis pela resposta sintomatolégica do envenenamento (Ferreira Junior e
Barravieira, 2002; Pucca et al., 2015). Ao interagir com estes canais, elas podem
desempenhar diferentes funcfes, dependendo dos locais de interacao e ligacao des-
tas. Tais canais podem vir a sofrer diferentes atividades eletrofisiologicas, desde
uma lenta inativagdo a uma rapida ativacao, podendo consequentemente ocasionar
um atraso na transmissao de impulsos nervosos (Cologna et al., 2011; Pucca et al.,
2015; Santos -da-Silva et al., 2017).

Quando ligadas a determinados sitios de acédo de variados canais i6nicos,
interferem na contragcéo, secrecao, proliferacdo e/ou apoptose celular. Consequen-
temente, podem ser interferentes nos sinais elétricos, como 0s impulsos nervosos.
Um exemplo é o canal para Ca?*, quando ativam canais permeaveis ao Cl, pode
ocorrer ativacao e influéncia das atividades de outros canais (Marcussi et al., 2011,
Mendes, 2012). Os canais para Na*, possuem transmembranas, de forma que sao
seletivos a qualquer forma de permeacéo bioldgica. Sendo assim, importantes na
geracdo e propagacao de agdo potencial de neurbnios e células excitaveis, uma vez
que ativados propagam tal agdo ou quando bloqueados a impede. Entretanto, quan-
do em excesso levam a liberacfes incontrolaveis ou até mesmo perda de respostas
neuronais (Cologna et al., 2009). Os canais de K* desempenham também uma am-
pla variedade de processos fisiolégicos como contragbes musculares, liberacdo de

neurotransmissores e proliferagéo celular (Pongs, 2007).
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Os efeitos sistémicos do envenenamento sdo predominantemente mediados
pela liberacdo de forma exagerada de neurotransmissores simpaticos e parassimpa-
ticos que contribuem para o comprometimento central e periférico (Collaco et al.,
2019). Neste sentido, a dopamina esta diretamente relacionada com o veneno de T.
serrulatus sendo capaz de alterar e/ou promover a inibicdo de captacdo de dopami-
na que é causada pela acdo do veneno nos canais para Na * (Dorce, et al., 1994).
Tal catecolamina desempenha atividade no sistema nervoso cerebral realizando im-
portante papel no controle do movimento, liberacdo de hormoénios e comportamentos
complexos (Dorce et al., 1994). Envolvida também nos estimulos da excrecédo renal
de sddio, controle de liberagdo de noradrenalina em terminagfes simpaticas, libera-
cao de acetilcolina e fungdes cognitivas. Entretanto, quando em excesso, pode levar
a despolarizacdo das membranas auxiliando em conjunto ao processo de desenvol-

vimento da sintomatologia (Estevinho; Fortunato, 2003).

1.1.4 Sintomatologia

O quadro clinico da vitima por acidente escorpiénico, pode variar de um grau
leve, moderado a grave, sendo influenciado diretamente por diversos fatores. Dessa
forma, a quantidade de veneno inoculada, nUmero de picadas que ocorreram no
momento do acidente, tempo até o processo de atendimento ao tratamento com so-
roterapia, status imunoldgico da vitima, idade, peso, assim como a espécie, ou até
mesmo o tamanho do escorpido responsavel pela inoculacdo determinam os sinto-
mas do paciente (Cupo et al., 2003).

O periodo de acédo do veneno pode permanecer até cerca de 12 h ap6s o
acidente, sendo mais efetiva sua acdo, com manifestacdo de dores, nas suas duas
primeiras horas, podendo permanecer os sintomas e alcancar um nivel de maior
agravo (Galvani et al., 2017). As manifestacdes podem manter-se apenas em um
quadro local, apresentando dor imediata, sudorese, inchaco e vermelhiddo no local.
Permanecendo tais sintomas, pode existir uma evolu¢cdo do quadro, levando a um
quadro sistémico, que se caracteriza pelo aumento de secrecdes, tremores, febre,
espasmos musculares, hipertensdo seguida de hipotenséo arterial, aumento de mo-
bilidade do trato gastrointestinal, arritmias cardiacas e respiratorias (Cupo et al.,
2003; Mendes, 2012; Brasil, 2018c).

De acordo com Bahloul et al. (2013) e Maciel (2014), grande parte dos agra-

VoS que evoluem a um quadro sistémico ou até mesmo Obito, séo relacionados a
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insuficiéncia cardiaca, edema pulmonar, entre outras complicagdes, como resultados
da liberagdo macica de catecolaminas. Em decorréncia da interacdo dessas neuro-
toxinas com canais idnicos, pode-se ocorrer um descontrole dos niveis de eletrélitos
do plasma, iniciando a diminui¢cdo dos niveis de sddio, potassio e calcio, decorrente
da perda excessiva de fluidos corporais, ocasionados por salivacdo e lacrimagéo
devido ao envenenamento (Ismai; Abd-Elsalam, 1988, Andrade et al., 2004; Vascon-
celos et al., 2004; Arantes et al., 2010). Toda essa ampla sintomatologia deve-se
ainda a agao destas neurotoxinas sobre o sistema imunolégico, que acaba levando a
um desequilibrio total do organismo do individuo, por conta de sua ampla distribui-
cdo nos érgaos, como rins, figado, sangue, pulméo, coracao e sistema nervoso. Tal
processo tende a desencadear uma cascata de complicacdes e inflamacao, recru-
tamento celular, entre outros desfechos ao longo da acédo (Corzo; Espino-Solis,
2017; Galvani et al., 2017). Revelo et al. (1996), demonstraram pela primeira vez em
termos proteicos, que quando administrado o veneno de T. serrulatus em camun-
dongos, ap6s um periodo maximo de 2h de inoculacdo, o veneno nao se encontra
mais presente no organismo do individuo. De acordo com os pesquisadores apos tal
processo de envenenamento permanecem no organismo apenas sequelas ocasio-

nadas pela acéo das toxinas.

1.1.5 Soroterapia

Foi em 1909, pelo pesquisador Todd, que ocorreu a producéo pela primeira
vez do antiveneno escorpidnico. Desde entdo, a producdo e o desenvolvimento de
soros tém tido maior espaco, com protocolos de imunizacéo, processamento de puri-
ficacdo de imunoglobulina, desenvolvimento de anticorpos, além de medidas que
possam controlar e proteger o individuo em que se aplica, tornando assim o uso de
soro antiescorpionico (SAEsc), cada vez mais seguro para utilizacdo em humanos e
animais.

Por meio de inumeros estudos realizados por Todd (1909), através da imuni-
zagdo em cavalos, constituiu-se a primeira producdo de um soro antiescorpiénico
com o veneno da espécie Buthus quinquestriatus, onde dele se extraiu o veneno por
maceracao do télson, que era centrifugado e utilizado apenas o sobrenadante para

posteriores aplicacbes em cavalos. Dessa forma, esses animais, pelo seu grande
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porte, produzem uma quantidade de anticorpos necessaria diferente de qualquer
outro animal em nivel de anticorpos produzidos (Todd, 1909).

O tratamento estabelecido passou a ser realizado com a administracdo de
antivenenos, sendo um dos procedimentos mais bem-sucedidos. Desta forma, a so-
roterapia se faz uma préatica recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (Brasil, 2010a).

No Brasil trés soros comerciais séo utilizados em grande escala para o tra-
tamento contra acidentes de animais peconhentos. Estes soros sdo produzidos pelo
Instituto Vital Brazil no Rio de Janeiro, Instituto Butantan em S&o Paulo e Fundacao
Ezequiel Dias (FUNED) em Belo Horizonte, os quais encontram-se distribuidos pelas
redes publicas de saude (SUS) e onde devem ser disponibilizados gratuitamente no
caso de acidentes por animais peconhentos (Silva, 2012).

Os soros comerciais utilizados para o tratamento contra 0 escorpionismo Sao
chamados de SAEsc, que sao soros hiperimunes heterdlogos, utilizados como anti-
venenos especificos para o envenenamento escorpionico (Soros, 2012). Estes, pos-
suem em sua composicdo imunoglobulinas especificas, produzidas através da imu-
nizacdo em equinos com venenos de escorpifes do género Tityus em questéo (Bra-
sil, 2018c).

O tratamento com soros caracteriza-se por um processo de imunizagao
passiva, que se da a partir do uso de imunoglobulinas igG, que podem ser obtidas
através de uma digestédo proteolitica. No primeiro momento, é feita a purificacdo do
plasma, de forma que ocorra a diminuicdo de proteinas inespecificas que ficam no
soro. Apds, realiza-se um fracionamento do anticorpo por meio de uma digestédo en-
zimatica, que pode ser feita por pepsina ou papaina. No caso da papaina, esta dis-
ponibiliza por meio do processo de digestdo e através da clivagem de igG, alguns
fragmentos denominados Fab, que localizam os sitios de ligagdo com o antigeno e a
fracao cristalizavel. Quando obtido pela pepsina, ocorre a separacéo da fracédo e da
regido F(ab)2, para que assim tenha dois sitios de agregacéo para o antigeno (Quei-
roz, 2005; Silva, 2012; Boyer et al., 2013).

De forma a intensificar a resposta ao antigeno utilizam-se adjuvantes, como
€ 0 exemplo do adjuvante completo de Freund, que possibilita um depdsito para o
imundégeno o que intensifica a resposta imune. Sendo assim, no processo de coleta
do sangue do equino, retira-se 0 sOro que possui em sua composi¢cao imunoglobuli-

nas capazes de se conectar ao antigeno. Quanto maior a quantidade de 1gG especi-
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ficas, o mais eficaz o suficiente para o processo de neutralizacdo do envenenamento
sera o soro (Silva, 2012).

E necessério a eficiéncia desse tratamento e consequentemente rapidez e
eficacia quanto ao atendimento especifico. O uso de antivenenos requer cautela,
alta qualidade e especificidade, respeitando para a sua administracdo os graus do
acidente e situacao da vitima. O processo de administracdo desses SAEsc, pode ter
duracdo passiva ou de poucas semanas, variando de acordo com a dose adminis-
trada e conforme a gravidade do acidente (Tabela 1). A dose deve ser a mesma ra
adultos e crianca, de acordo com 0 peso, visto que € necesséaria uma total neutrali-

zacao do veneno disponivel no organismo (Brasil, 2010b).

Tabela 1: Classificacdo quanto a gravidade e dose recomendada de soro antiescorpidnico

Classificagao (Avaliacéo Clinica Inicial)

Manifestagcdes e Tratamentos Leve (*) Moderado Grave
Dor, sensacéo de ardor e formigamento no Presentes Presentes Presentes
local
Dor local intensa associada a uma ou mais Ausentes Presente Presentes

manifestagBes como: vomitos, suor intenso,
salivagdo intensa, agitacao, arritmia cardiaca

e respiracao rapida e curta.

Presenca de uma ou mais manifestactes Ausentes Ausentes Presente
como: vOmitos frequentes, suor intenso,
salivacdo, contratura dos musculos, incons-
ciéncia, insuficiéncia cardiaca, acumulo de
liguido no pulm&o que leva a falta de ar e

reacdo alérgica.

Soroterapia (quantidade de ampolas) - 2a3 4 a 6**

Via de administracdo Intravenosa

* Tempo de observacgéo de criangas picadas: 6 a 12 horas.

** Na maioria dos casos graves 4 ampolas sado suficientes para o tratamento, visto que neutralizam o
veneno circulante e mantém concentracdes elevadas de antiveneno circulante por pelo menos 24
horas ap6s a administracéo da soroterapia.

Fonte: Soros (2012), com adaptacdes do autor (2018).

Tendo conhecimento da cascata de sintomas e vias relacionadas que envol-
vem a acao do veneno direta ou indiretamente, s&o produzidos os soros como forma

de reduzir os sintomas, no entanto, ainda nédo se sabe até que ponto os SAEsc séo
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realmente eficazes e se ndo restam danos ou sequelas futuras ao organismo do in-
dividuo.

De acordo com a bula disponibilizada pela Anvisa (2012), sdo resultantes da
acao do veneno de T. serrulatus sobre o0 sistema nervoso autbnomo geralmente em
criancas, hipo ou hipertemia, sudorese, nduseas seguidas de vomitos, tremores,
prostracdo ou agitacdo, dor abdominal, arritmia ou insuficiéncia cardiaca, hiper e
hipotensao, sialorréia, edema agudo pulmonar e choque.

Recentemente, o grupo de pesquisa de Biotecnologia do laboratorio de Fisi-
opatologia experimental realizou um estudo em que foi possivel verificar os danos
efetuados ao organismo da vitima. Verificou-se pela primeira vez que o veneno de T.
serrulatus, além de sua grande sintomatologia, provoca danos a molécula de DNA
do individuo acidentado, isso ocorrendo ja nas suas primeiras horas e mantendo-se
até 12 horas, periodo maximo avaliado até o momento. Por meio deste estudo, os
efeitos genotdxicos proporcionados pela composicdo do veneno foram descritos,
mostrando que estes danos surgem atravées de inUmeras quebras no DNA. Quebras
essas que podem vir a acumular danos, que quando nao reparados evoluem a futu-
ras mutacdes e ao desenvolvimento de inimeras doencas neurodegenerativas. Po-
dendo, influenciar diretamente no sistema celular, levando desde apoptoses até um

descontrole de proliferagéo (Galvani et al., 2017).

1.1.6 Genotoxicidade e mutagenicidade

As células do organismo permitem geneticamente levar consigo um histérico
de acontecimentos passados, trazendo em sua carga genética danos ocasionados
por diversas situacdes a qual fomos expostos em determinado momento da vida do
individuo. Tal instabilidade genética, pode evoluir para diversas doencas, distlrbios
neurodegenerativos ou até mesmo ao cancer, devido ao acumulo de danos que le-
vam a mutacOes e consequentemente a um desequilibrio celular tanto proliferativo
guanto apoptético (Ribeiro, 2010; Hoshina et al., 2013; Galvani et al., 2017).

A acdo dessas toxinas presentes no veneno de T. serrulatus, agem sobre
determinadas vias e interagem com canais, levando a producao de citocinas, espé-
cies reativas de oxigénio (ROS) entre outros mediadores imunitarios, ocasionando
danos a lipidios, proteinas e DNA (Radak et al., 2016; Galvani et al., 2017). A aplica-

cao de testes afim de avaliar a genotoxicidade, incluindo o ensaio cometa e micro-
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ndcleo, sdo essenciais e bastante aplicados no caso de ensaios pré-clinicos, para o
desenvolvimento de medicamentos ou mesmo controle de substancias. Além de se-
rem ferramentas (teis na avaliagcdo em nivel molecular, permitindo ao pesquisador
mensurar de forma ainda mais concreta os indices e frequéncia de danos na molé-
cula de DNA, quando induzidos por agentes genotoxicos (Collins et al., 2014). O en-
saio cometa € uma técnica muito utilizada como intuito de detectar efeitos genotoxi-
cos e/ou antigenotdxicos de determinadas substancias, podendo avaliar quebras de
fita simples e dupla, sitio alcali-labeis e ligacdes cruzadas entre DNA-DNA e DNA-
proteina (Singh,1988; Fairbairn et al., 1995). Por outro lado, o ensaio do micronucleo
avalia presenca de por¢des da cromatina intracitoplasmatica, possibilidade de indu-
cdo de quebras ou de perdas de cromossomos inteiros, caracterizando um efeito
mutagénico, ou seja, maior possibilidade de desenvolver inimeras doencgas ou com-
plicacdes em nosso material genético (Collins et al., 2014).

Observando os multiplos efeitos gerados pelo veneno, gera-se questiona-
mentos em relacdo a questdo molecular, ressaltando-se a possibilidade de que além
da vasta sintomatologia, o veneno, suas toxinas e 0os mediadores que sao liberados
durante o envenenamento, podem levar a danos em nivel celular, afetando o conte-
Gdo genético da vitima, além de que, ndo se sabe ao certo se os SAEsc neutralizam
neste nivel e se realmente o individuo ndo tera sequelas futuras e irreversiveis.

Dessa forma, considerando que nédo existem trabalhos que retratam a efetiva
acao e possivel neutralizacdo dos SAEsc a nivel molecular e dopaminérgico, tendo
em vista o0 excesso de neurotransmissores e liberados, além dos seus efeitos no or-
ganismo quando em excesso. O presente trabalho vem com intuito de elucidar e
avaliar se um dos SAEsc mais utilizados no Brasil, além de reverter a sintomatologia
e 0 quadro clinico local ou sistémico, apresentam ainda capacidade de reverter tal
geracdo de danos ocasionadas durante o processo de envenenamento. Levando em
conta que é imensamente necessario o reparo de danos moleculares em nosso or-
ganismo, como forma de prevenir complicacdes e doencas futuras, neurodegenerati-

vas e até o mesmo o cancer.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atuacdo de um soro antiescorpidnico produzido no Brasil quanto a
genotoxicidade, mutagenicidade e deteccdo dopaminérgica durante o envenena-
mento do escorpido Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922 em diferentes 6rgéos de

camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Determinar a capacidade do SAEsc em neutralizar os efeitos genotoxicos e

mutagénicos provocados pelo veneno do escorpido Tityus serrulatus.

° Dosar os niveis de dopamina (DA) nas amostras a partir de 2h, através da
analise de cromatografia liquida de alta performance (CLAE), pelo método de dosa-

gem de monoaminas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Foram utilizados 96 camundongos Swiss machos ou fémeas adultas (18-22g
com 28-35 dias), visto que o género dos animais ndo influencia as analises, os ani-
mais foram provenientes do Centro de Experimentacédo da Universidade do Extremo
Sul Catarinense (UNESC). Estes animais foram alojados em caixas de polietileno,
com comida e agua ad libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas claro-escuro (a
luz € ligada as 7 h da manh&), com temperatura controlada de 22+1 °C.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais (CEUA),
conforme o protocolo niumero 076/2015-1 e 021/2018-1, seguira a Lei n°11.794, de 8
de outubro de 2008 do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e as normas edita-
das pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA),
sendo que sera conduzido de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro

de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2 VENENO

O veneno de escorpido da espécie T. serrulatus foi gentilmente cedido pela
Dra. Consuelo Latorre da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), de Belo Horizonte —
Brasil e o soro antiescorpidnicos —SAECs da FUNED foi gentilmente cedido pelo Dr.
Carlos Chavez-Olértegui da Universidade Federal de Minas Gerais, de Belo Horizon-
te — Brasil. O veneno € constituido por um pool de venenos coletados de escorpides
ja adultos da espécie T. serrulatus, da regido sudeste do Brasil, que foram devida-

mente liofilizadas e mantidas em temperatura de -20 °C.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Para os demais ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, foram
utilizadas os 96 camundongos Swiss adultos, distribuidos em 3 grandes grupos que
foram divididos de acordo com o tratamento: um grupo recebeu somente o veneno,
um grupo recebeu somente o tratamento com SAEsc e o terceiro grupo recebeu

veneno + SAEsc. Cada grande grupo foi dividido em 5 subgrupos com 6 animais
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cada. Os subgrupos correspondem aos tempos de eutanasia apos a inuculagédo do
tratamento. Os tempos foram de 1h, 2h, 6h,12h e 24h. Um Jdltimo grupo
correspondeu ao controle negativo, composto por 6 camundongos que receberam
PBS, e foram eutanasiados no tempo de Oh como pode ser visto na (figura 3). Dessa
forma, foi realizado a administracéo por via subcutanea de 100 pul de veneno de T.
serrulatus correspodente a 0,5 DLso seguido de 10 pl do SAEsc via intravenosa. A
escolha dessas concentracbes foram baseados no trabalho de Revelo (1996). En-
qguanto a 0,5 DLso foi estabelecida no trabalho de Galvani, et al. (2017).

Quanto as estruturas avaliada apdés a eutanasia feita por deslocamento
cervical, foram elas cértex, estriado, hipocampo, pulmao,rim, figado estes que foram
utilizados para deteccdo de monoaminas por HPLC e ensaio cometa. Foi coletado
também o fémur de cada animal para a retirada da médula 6ssea, de forma a

analisar mutagenicidade pelo teste de micronucleo (MN).
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[ m | [ 2o | [ ea | [ 12 | [ 240 |
\ J
|

Periodos de eutanasia
apos a inoculagdo e
retirada das estruturas

Figura 3: Fluxograma do desenho experimental, definindo a distribui¢cdo de grupos.
Fonte: Da autora, 2018.
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3.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA DETECCAO POR HPLC

As amostras coletadas foram homogeneizadas pelo método Benedetto et al.
(2014), com adaptacgdes. Foram usados 400 pL de acido perclérico 0,2 M. Apoés 20
cursos, o homogeneizado foi centrifugado (12.000 x g, 10 min, 4 °C) e o sobrena-
dante resultante foi deixado no gelo por pelo menos 5 minutos até as analises. Utili-

zamos para deteccdo de monoaminas as amostras a partir de 2h.

3.5 ANALISE DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

O método cromatogréafico é proposto por Benedetto et al. (2014) com adap-
tacoes. A separacdo cromatografica foi realizada com Coluna de fase reversa As-
centis® C18 (250 mm x 2,1 mm x 5 um; Supelco®, USA), e sistema cromatografico
composto por uma bomba de distribuicdo da fase mével LC-20AT acoplada a um
autosampler SIL-20AHT, e um detector de fluorescéncia RF-20A; Shimadzu (Kyoto,
Japan), o software para aquisicdo de dados em cromatografia foi LCSolution. As
amostras tiveram volume de injecédo de 20 uL, com temperatura de analise de 35 °C.
A fluxo de bombeamento da fase mével foi de 0,3 mL/min. A deteccao por fluores-
céncia, monitorados nos comprimentos de onda de excitacdo em 279 nm e de emis-
sdo 320 nm. O perfil da fase mével foi isocratico: tampao acetato (pH 3,5, acido acé-
tico 12 mM:0,26 mM EDTA, (50:50, v/v)) e metanol (86:14, v/v). Os picos foram iden-
tificados e quantificados por comparacao do seu tempo de retencdo na solucao da
amostra com a da solugcao padréo do analito (DA, 5-HT, NE), por meio de curva de
calibracao (r*=0,99).

3.6 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa foi realizado sob condi¢des alcalinas, conforme descrito
por Singh et al. (1988), com algumas modificagdes sugeridas por Tice et al. (2000).
As amostras de cortex, hipocampo, estriado, figado, rim e pulméao, foram dissecadas
e imersas em tampao fosfato (PBS) refrigerado. Em seguida foram individualmente
homogeneizadas com o auxilio de uma seringa, através do movimento de “vai e

vem”, a fim de obter uma suspensao celular.
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As células obtidas da dissociacéo de tecidos (aliquotas de 25 L) foram em-
bebidas em agarose de baixo ponto de fusdo (0,75%, w/v, 95 uL ou 75 L, respecti-
vamente) e a mistura adicionada a uma lamina de microscopio pré-coberta com aga-
rose de ponto de fusdo normal (1,5%), cobrindo posteriormente com uma laminula e
levando, entdo, a geladeira por aproximadamente cinco minutos a 4 °C para solidifi-
cacdo. Logo apos as laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas imer-
sas em tampéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com
adicdo na hora do uso de 1% de Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4 °C por um pe-
riodo minimo de 1 hora e maximo de 2 semanas. Apoés este periodo, as laminas fo-
ram incubadas em tampéo alcalino (300mM NaOH e 1m M EDTA, pH>13) por 30
minutos para o desenovelamento do DNA, a corrida eletroforética, foi realizada no
mesmo tampao nas seguintes condicfes: a 25v e 300mA por 20 minutos. Todas es-
tas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente, as lami-
nas foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado com 20
pl de solucdo syber gold (Invitrogen, EUA) para posterior analise em microscépio de

fluorescéncia com aumento de 400x. (Figura 4).
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Figura 4: Etapas experimentais do Ensaio Cometa, até a leitura em microscopio 6ptico.
Fonte: Damiani, 2010, com adaptacdes do autor 2018.
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Foi realizada avaliacdo de 100 células por individuo e por tecido (50 células
em cada pogo da lamina, representando duplicatas). Tais células foram avaliadas
visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o tamanho da
cauda, sendo a classificacdo 0 para auséncia de cauda, até 4 para o comprimento
méaximo de cauda (Collins et al., 1997). Desta forma, teve-se um Iindice de Danos
(ID) para cada animal variando de zero (100 X 0 = 0; 100 células observadas com-
pletamente sem danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 células observadas com dano
maximo). Calculou-se a frequéncia de danos (FD em %) em cada amostra com base
no ndamero de células com cauda versus o numero de células sem cauda. As diretri-
zes internacionais e recomendacgdes para o ensaio do cometa consideram que o es-
core visual de cometas é um método de avaliacdo bem validado. Ele tem uma alta
correlacdo com a analise de imagem por computador (Collins et al., 1997). Foram
utilizados controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de
assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas serdo codificadas

para analise as cegas (Figura 5).

CLASSE DE DANOS

0 1 2 3 4

Figura 5: Classes de Danos obtidas pelo Teste Cometa, com coloracdo de syber gold.
Fonte: da autora, 2019.

3.7 TESTE DE MICRONUCLEOS (MN)

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o programa Gene-Tox
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (Mavournin et al., 1990; Krishna e Ha-
yashi, 2000). Apés a eutanasia dos animais, a medula éssea foi extraida a partir dos
dois fémures e um esfregaco foi preparado diretamente na lamina com uma gota de
soro bovino fetal. As laminas foram coradas com Giemsa 5%, secas e codificadas
para andlises as cegas. Como uma medida de toxicidade na medula éssea, a rela-
céo entre eritrocitos policromaticos e eritrécitos normocroméaticos (EPC/ENC) foi
analisada em 200 eritrécitos/animal. A incidéncia de micronucleos (MN) foi observa-
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da em 2000 EPCs e ENCs para cada animal (ou seja, 1000 a partir de cada uma das
duas laminas preparadas em duplicata), usando microscopio optico de luz branca
com ampliacdo de 1000x. O nimero médio de eritrocitos policromaticos micronucle-
ados (EPCMn) e eritrocitos normocromaticos micronucleados (ENCMn) individual foi

utilizado como unidade experimental (Figura 6).

Figura 6: Eritrocito policromético micronucleado em medula 6ssea de camundongos. ENC: Eritrécito
Normocromatico; EPC: Eritrécito Policromético; MN: microndcleo.
Fonte: Angeloni, 2010.

3.8 ANALISES ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média. A norma-
lidade das variaveis foi avaliada utilizando o teste de Bartlett’s.

Para comparar a agédo dos soros em diferentes tempos e entre si, foi utiliza-
da analise de variancia ANOVA de duas vias, seguido pelo post hoc de Bonferroni.

Para as analises dos resultados do teste de microndcleo, utilizamos o teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc de Dunn's.

As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando os
valores de P foram menores que 0,05 (p < 0,05). A analise estatistica foi realizada

utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

As figuras 7A, B e C demostram os niveis de dopamina (DA) que foram de-
tectados e quantificados pelo método cromatografico nas estruturas cerebrais de
camundongos submetidos ao envenenamento pelo veneno de T. serrulatus e trata-
dos com o SAEsc. Dessa forma, pode-se observar na figura 7A, representa os niveis
de DA por proteina (ng/ug) detectados em células do cértex. Foram detectados
baixos niveis de DA em todos periodos analisados e em todos os tratamentos,
exceto no tempo de 6h. O grupo em que administrou-se somente veneno T.
serrulatus, apresentou niveis elevados diferindo do controle e do grupo SAEsc. No
entanto, o grupo que foi tratado pelo SAEsc reverteu este quadro e obtive diferenca
significativa em relacédo ao grupo que sofreu apenas envenenado.

Observou-se nos tempos de 2h e 12h, baixos niveis de DA nas células do
hipocampo (figura 7, B) para 0s grupos que receberam veneno ou somente SAESscC..
Quanto aos animais que foram submetidos somente ao tramento com soro SAESc,
grupo veneno + SAEsc estes quadros se reverteu.

Em relacdo as células do estriado (figura 7, C), os niveis de DA demonstran-
se baixos quando comparados ao controle, diferindo apenas o grupo tratado dos

animais envenenados em 2h, e do grupo SAEsc em 6h.
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Figura 7: A niveis de dopamina (DA) por proteina (ng/ug) detectado em células do cértex cerebral de
camundongos; B niveis de dopamina por proteina (ng/ug) detectado em células do hipocampo de
camundongos; C niveis de dopamina por proteina (ng/pg) detectado em células do estriado de
camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padréo.

a diferenca significativa em relagao ao controle, (p < 0,05, ANOVA 2 vias, p0s teste de Bonferroni);

b diferenca significativa em relacéo ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p < 0,05, ANOVA 2 vias,
pos teste de Bonferroni);

¢ diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p < 0,05,
ANOVA 2 vias, p6s teste de Bonferroni).
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Nas células hepaticas (figura 8), foram detectados niveis altos de DA no
grupo SAEsc em 6h e no grupo de animais envenenados em 12h apds
administracdo, se diferindo do controle. No entanto, no grupo tratado (veneno +

SAESsc) esse quadro foi revertido.
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Figura 8: Representacdo dos niveis de dopamina por proteina (ng/ug) detectado em células
hepaticas de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padréo.

a diferenca significativa em relacdo ao controle, (p < 0,05, ANOVA 2 vias, pés teste de Bonferroni);

b diferenca significativa em relacéo ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p < 0,05, ANOVA 2 vias,

pos teste de Bonferroni);
c diferenca significativa em relacdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p < 0,05,

ANOVA 2 vias, pos teste de Bonferroni).

Os niveis de DA em células renais (figura 9) foram baixos, distinguindo do
controle em todos tempos e grupos avaliados, exceto no grupo que recebeu

somente SAEsc em 6h e no grupo que recebeu veneno em 12h.
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Figura 9: Representacéo dos niveis de dopamina por proteina (ng/ug) detectado em células renais
de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padréo.

a diferenca significativa em relagcéo ao controle, (p < 0,05, ANOVA 2 vias, pés teste de Bonferroni);

b diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p<0,05, ANOVA 2 vias,
pos teste de Bonferroni);

¢ diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p<0,05,
ANOVA 2 vias, pés teste de Bonferroni).
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Niveis de DA em células pulmonares (figura 10) demonstraram-se normais,
exceto em 2h no grupo veneno com tratamento de SAEsc, em que teve um aumento

no nivel . de DA, mas sendo revertido em 6h.
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Figura 10: Representacdo dos niveis de dopamina por proteina (ng/nug) detectado em células

pulmonares de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padréo.
b diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p<0,05, ANOVA 2 vias,

pos teste de Bonferroni);
c diferencga significativa em relacdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p<0,05,

ANOVA 2 vias, pos teste de Bonferroni).

4.2 ENSAIO COMETA

De acordo a figura 11, ao analisar o DNA das células do cortex, viu-se um
aumento significativo na frequéncia e no indice de dano praticamente em todos o0s
tempos e grupos quando comparado ao controle, inclusive no grupo em que foi
administrado somente SAEsc. A Unica excessao foram na frequéncia de dano, nos
tempos de 1h e 6h no grupo tratamento veneno + SAEsc (figura 11, D). O grupo
tratado ainda apresentou capacidade de neutralizagdo quando comparado ao grupo
veneno no paramétro de ID (figura 11, E), em todos os periodos exceto em 2h, onde

se diferiu assim como o grupo veneno do grupo SAESsc.
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Figura 11: D Representacdo da frequéncia (FD); E indice de danos (ID) na molécula de DNA de
células do cértex de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padréo.

a diferenca significativa em relagéo ao controle, (p < 0,05, ANOVA 2 vias, pés teste de Bonferroni);

b diferenca significativa em relacéo ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p < 0,05, ANOVA 2 vias,
pos teste de Bonferroni);

c diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p < 0,05,
ANOVA 2 vias, pés teste de Bonferroni).

Danos na molécula de DNA foram também apresentados nas células do
estriado (figura 12) de camundongos submetidos ao envenenamento, se diferindo do
controle em todos periodos e paramétros avaliados, exceto em 2h no paramétro de
ID (figura 12, G). O grupo tratado com SAEsc apds o envenenamento, parece ter
neutralizado a acdo até 12h de acdo do veneno. Os animais submetidos apenas ao
SAEsc foram também diferentes do controle em FD (figura 12, G), exceto em 6h e

em ID (figura 12, F) ndo se diferiu em 6h e 12h de agéo.
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Figura 12: F Representacdo da frequéncia (FD); G indice de danos (ID) na molécula de DNA de
células do estriado de camundongos. Os dados foram expressos em média *+ desvio padrao.

a diferenca significativa em relacdo ao controle, (p < 0,05, ANOVA 2 vias, pés teste de Bonferroni);

b diferenca significativa em relacéo ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p < 0,05, ANOVA 2 vias,
pos teste de Bonferroni);

¢ diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p < 0,05,
ANOVA 2 vias, p0s teste de Bonferroni).

Nas moléculas de DNA em ceélulas do hipocampo também ocorreu um
aumento significativo na frequéncia e indice de dano em relagdo ao controle quando
comparado com o grupo de animais envenenados e os submetidos somente ao
SAEsc (figura 13). Quanto ao grupo de animais tratados com SAEsc, estes
reverteram o aumento da FD em 6h, no entanto ndo chegaram no nivel do controle
estes diferiram do controle em FD em todos os tempos exceto 6h e 24h (figura 13,
H).

No paramétro de ID (figura 13, 1), o grupo tratado com SAEsc foi
diferente do controle em 1h, 2h,12h e 24h. Obtivemos ainda diferencas em relacao
ao grupo submetido somente ao SAEsc em 2h,6h e 24h e do grupo veneno em 6h e
24h.



42

3 Contiole

~ 100 aa. 1 SAEsc
;... ]
w80 B8 Veneno T. sorrulatus

o
5 %l B Veneno T. serrulatus + SAEsc
e
= 40

g
5
g
w 0 L |

Controle 1 2 6 12 24
' Tempo (horas)
|
3 Contiole
. 4001 a 1 SAEsc
a a

§ a - Bl Veneno T. serrulatus

o 3004 :

r ald > a abc H Veneno T. serrulatus + SAEsc

(=] a a

§ 200 ab I

e

8 1001 Be

©

=

oL_{]
Controle 1 2 6 12 24l

Tempo (horas)

Figura 13: H Representacdo da frequéncia (FD); | indice de danos (ID) na molécula de DNA de
células do hipocampo de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padrao.

a diferenca significativa em relagao ao controle, (p < 0,05, ANOVA 2 vias, p0s teste de Bonferroni);

b diferenca significativa em relacéo ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p < 0,05, ANOVA 2 vias,
pos teste de Bonferroni);

¢ diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p < 0,05,
ANOVA 2 vias, p0s teste de Bonferroni).

Ao avaliar as células hepaticas (figura 14) de camundongos foi possivel
verificar um aumento significativo no indice e frequencia de dano quando compara-
se o0 grupo SAEsc com o grupo controle nos tempos de 1h, 2h e 24h.. Ja o grupo
veneno teve um aumento significativo quando comparado ao grupo controle controle
em todos os periodos e paramétros analisados..

Ao comparar os efeitos do tratamento com SAEsc, nos animais
envenenados foi verificado que este reverteu o0 aumento no indice e na frequéncia
de danos em todos os tempos, a Unica excessao foi no tempo de 24h, que
apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Este mesmo grupo
demonstrou diferenca significativa também com o grupo somente SAEsc em 2h, 6h e

12h em FD (figura 14, J) em ID (figura 14, K) somente em 2h. Apresentando ainda,
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diferencas estatisticas em relacdo ao grupo envenenado nos tempos de 1h, 2h, 6h e
12h em FD (figura 14, J), enquanto em ID (figura 14, K).
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Figura 14: J Representacdo da frequéncia (FD); K indice de danos (ID) na molécula de DNA de
células hepéticas de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padréo.

a diferenca significativa em relacao ao controle, (p < 0,05, ANOVA 2 vias, pds teste de Bonferroni);

b diferenca significativa em relacéo ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p < 0,05, ANOVA 2 vias,
pos teste de Bonferroni);

¢ diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p < 0,05,
ANOVA 2 vias, p0s teste de Bonferroni).

Quando avaliou-se as células pulmonares (figura 15) de camundongos, 0s
resultados demonstram que o grupo de animais envenenados teve um aumento no
ID e FD, diferindo-se do controle em 1h, 6h, 12h e 24h quanto a FD (figura 15, L), e
em todos os tempos quanto ao ID (figura 15, M). O grupo SAEsc também teve um
aumento de ID e FD em relagdo ao controle no em todos os periodos, exceto em
12h nos paramétros avaliados. Por sua vez, o grupo de animais envenenados que
foram tratados com SAEsc diferiram do grupo controle apenas nos tempos de 1h e
24h em FD (figura 15, L) e somente em 24h no ID (figura 15, M).
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Figura 15: L Representac¢do da frequéncia (FD); M indice de danos (ID) na molécula de DNA de
células pulmonares de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padrao.

a diferenca significativa em relacdo ao controle, (p < 0,05, ANOVA 2 vias, pés teste de Bonferroni);

b diferenca significativa em relag@o ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p < 0,05, ANOVA 2 vias,
pos teste de Bonferroni);

c diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p < 0,05,
ANOVA 2 vias, pés teste de Bonferroni).

Ao avaliar as células renais (figura 16), nossos resultados apresentaram que
0 grupo veneno teve um aumento significativo quando comparado do grupo controle
em todos os periodos avaliados em FD (figura 16, N), além de diferir com o SAEsc
em 1h e 12h. Em ID (figura 16, O) se diferiu do grupo controle em 2h, 12h e 24h,
diferindo ainda do SAEsc em 12h. J4 o grupo SAEsc quando comparado com
controle teve um aumento significativo somente em 24h em FD (figura 16, N) e em
todos os periodos exceto 12h em ID (figura 16, O).

Quanto ao grupo tratamento (veneno + SAEsc) este reverteu o quadro de
frequencia danos em todos os tempos, exceto em 24h que apresentou diferenca

significativa em relacdo ao controle. (figura 16, N), sendo diferente ainda do grupo



45

veneno em 1h, 2h e 6h e do grupo SAEsc em 6h. No paramétro de ID (figura 16, O),

0 tratamento neutralizou os danos em até 12h. Apresentou diferencga significativa

nestes periddos quando comparado ao grupo controle.
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Figura 16: N Representacéo da frequéncia (FD); O indice de danos (ID) na molécula de DNA de
células renais de camundongos. Os dados foram expressos em média + desvio padrao.

a diferenca significativa em relacao ao controle, (p < 0,05, ANOVA 2 vias, pos teste de Bonferroni);

b diferenca significativa em relag@o ao grupo submetido somente ao SAEsc, (p < 0,05, ANOVA 2 vias,
pos teste de Bonferroni);
¢ diferenca significativa em relagdo ao grupo submetido somente a veneno T. serrulatus, (p < 0,05,
ANOVA 2 vias, p0s teste de Bonferroni).

4.3 TESTE DE MICRONUCLEOS (MN)

A avaliacdo de mutagenicidade ocorreu por meio da aplicacdo do teste de

micronucleo na médula éssea de camundongos, no qual teve o intuito de avaliar se

o tratamento com a soroterapia por SAEsc é capaz de reverter os efeitos

mutagénicos induzidos pelo envenenamento escorpionico.
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A tabela 2, apresenta os resultados encontrados no teste de micronucleos,
demonstrando que apos 24 horas, tanto o veneno, como 0 SAEsc e veneno+SAEsc
nao apresentaram diferencas significativas (p<0,05), em relacdo a proporcao de
eritrocitos policromaticos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC) indicando que
neste periddo ndo ha toxicidade e nem mutagénicidade. Sobretudo, tanto o grupo
envenenado sem tratamento, quanto o que recebeu tratamento com SAEsc, estes
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em 24h, quando comparado a animais
saudaveis. Nesse sentido, houveram danos mutagénicos provocados pelo
envenenameto por T. serrulatus, mesmo sobre acéo terapeutica com SAEsc.

Tabela 2: Namero de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMnN) e eritr6citos normocromati-

cos (ENC) observados em amostras de medula 6ssea de camundongos Swiss fémeas tratados com
soro antiescorpidnico — SAEsc.

Tratamento EPCMn EPC/ENC

SAEsc 24h 0,40 + 0,55 0,56 + 0,05
Veneno T.serrulatus 24h 5,60 £ 2,70* 0,55 + 0,02
Veneno T.serrulatus + SAEsc 24h 4,67 +1,63* 0,59 +0,04

Os dados estéo expressos como média + desvio padrédo, sendo *Diferenca significativa em relagéo ao
SAEsc 24h, (p < 0,05, teste de Kruskal-Walis).



47

5 DISCUSSAO

Dentro do campo da toxiconologia, embora sejam numerosos 0s estudos em
prol do conhecimento e detalhamento dos mecanismos do veneno do escorpido T.
serrulatus. Pouco se conhece sobre suas respostas de acdo em conjunto com 0s
soros antiescorpiénicos — SAEsc, tdo pouco sua acao em nivel molecular e interacado
dopaminérgica. Uma vez que este € o primeiro trabalho que visou avaliar tal intera-
cdo com o SAEsc, atualmente considerado o Unico método preconizado pela OMS
para neutralizagdo do envenenamento e sintomatologia por ele desenvolvida (Brasil,
2010b). N&o podendo ignorar o fato das diversas terapias também existentes, que
podem ser utilizadas em conjunto de acordo com o quadro do acidente, como: su-
porte inotropico, vasodilatadores, aplicacdo de tratamentos intensivos com insulina,
L-carnitina e a imunoterapia sendo o Unico tratamento que age diretamente nas
complicagBes, tornando-se preconizada pelos 6rgaos de saude e atualmente a mais
recomendada (Karnad, 2009; El-Asheer, et al., 2019).

S&do inimeros 0s mecanismos em que atua o veneno de T. serrulatus, po-
demos considerar que alguns estudos comprovam a diferente interacdo de suas to-
xinas com canais idnicos. Devido a infinidade de neurotoxinas, proteinas e enzimas,
gue podem desenvolver respostas distintas de acordo com o local no qual venham a
se ligar dentre os canais. A exemplo os canais para sodio (Na*), sdo importantes
constituintes do mecanismo de neurotransmisséo, estando envolvidos na geracao de
potenciais de acdo de neurdnios (Mendes, 2012). Isso leva a inumeras alteracdes,
que podem vir a ser desenvolvidas devido ao desequilibrio das atividades excitato-
rias e inibitérias no cérebro, caracterizadas pela liberagcdo de neurotransmissores
cerebrais como glutamato, glicina, GABA e DA (Nencioni et al., 2009, Ossanai et al.,
2012; Santos-da-Silva et al., 2017). As interacdes podem se diferenciar, conforme a
dose e condi¢cdes adversas do veneno, levando a modulagbes distintas, e maior ou
menor liberacao de neurotransmissores (Bicalho et al., 2002; Vasconcelo, 2006).

Uma vez que ocorra grande liberagcdo de neurotransmissores, eles irdo se
propagar por toda a fenda sinaptica, possibilitando interagir com autorreceptores da
membrana pré-sinaptica, interagindo com receptores pos-sinapticos, que podem ge-
rar potenciais inibitérios ou até mesmo excitatorios (Mendes, 2012). O mecanismo
descrito corrobora, com 0s nossos resultados, em que dentre as estruturas avaliadas

algumas nao obtiveram grande liberacdo de DA quando envenenados ou com ne-
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nhum tipo de tratamento, como mostram os gréaficos (7B;9) onde células hipocam-
pais e renais, ndo tiveram maior deteccdo de DA quando comparados ao controle.
Em um estudo realizado por (Lourenco et al., 2002), foi possivel verificar que o ve-
neno do T. bahiensis de mesmo género da espécie avaliada nesse estudo, pode le-
var a convulsbes acentuadas, ressaltando que o envenenamento por T. serrulatus
em alguns casos também desenvolve quadros convulsionantes. Ao escolher o hipo-
campo como umas das estruturas analisadas, levantou-se o seu envolvimento no
processo epileptogénico e sua alta conexao com outras areas cerebrais (Surges et
al., 2008; Ossanai, 2009). Os efeitos de convulsdo ap6s 0 envenenamento podem
ser apontados pela perda neuronal, principalmente nas regides cerebrais como hi-
pocampo e toda regido limbica que abrange cértex e estriado, entre outras areas do
cérebro (Sutula et al., 1994; Ossanai, 2009). Alguns estudos apontam ainda, que a
liberacdo excessiva de neurotransmissores é capaz de modificar a descarga elétrica
neuronal, desenvolvendo sinais epilépticos que caracterizam as convulsées
(Carvalho et al., 1998; Nencioni et al., 2009; Ossanai et al., 2013; Santos-de-Silva et
al.,2017).

Ao avaliar o hipocampo nas primeira horas de ag&o do veneno, periodos em
que o veneno atua de forma mais intensa (Galvani, et al., 2017), demonstram niveis
de DA menores que o controle, o mesmo ocorre em 12h, onde sabemos que ainda
existem resquicios de veneno, podendo estar agindo no sistema nervoso autdnomo.
Entretanto em células corticais, estriatais, hepaticas e pulmonares principalmente em
6h e 12h, demonstraram um aumento na concentracdo de DA detectada em grupos
envenenados. O que pode ser explicado por alguns estudos, onde sugerem que tal
diversidade de canais i6nicos ligados a voltagem, possam estar envolvidos na ativi-
dade de estouro da célula de DA (Shepard & Stump, 1999; Morikawa et al., 2003;
Deister et al., 2009; Putzier et al., 2009; Ji, et al., 2012).

Segundo a literatura as a e B-toxinas presentes na composi¢cdo do veneno
de T. serrulatus, possuem alta capacidade em liberar glutamato e dopamina em re-
gides do hipocampo e fatias corticais (Cecchini et al., 2006). De forma que possuem
acao sobre os nervos periféricos, despolarizando suas membranas e induzindo rea-
cOes espontaneas, levando a liberacédo dessas catecolaminas e neurotransmissores
(Vasconcelos et al., 2005b; Lara, 2012). Outros estudos, ainda apontam que a Tsl,
uma das B-toxinas presentes no veneno de T. serrulatus, apresenta capacidade de

inducéo a liberacdo de dopamina exocitética, em fatias corticais pré-frontais do cére-
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bro de ratos, devido a jungéo de calcio dos estoques intracelulares (Fernandes et al.,
2004; Mendes, 2012). Conforme abordado acima, o desenrolar de tais mecanismos
explicam nossos resultados, onde foi possivel observar que assim como nas estrutu-
ras cerebrais avaliadas, onde obtivemos altos niveis de DA no cértex em 6h de ad-
ministracdo do veneno, e ainda altos niveis no estriado em 2h no grupo tratado com
SAEsc, também nas outras estruturas avaliadas como nas células hepéticas em até
12h, o mesmo ocorreu nas células renais e pulmonares.

Levando em conta, as diversas interacdes desenvolvidas pela composicio
do veneno e como a atuacao das toxinas desencadeiam uma infinidade de sintomas
e mecanismos, assim como a liberacdo e ou inibicdo de neurotransmissores pode
influenciar no quadro da vitima. Nesse contexto, surge uma linha de investigacao
guanto aos danos moleculares gerados pelo veneno de T. serrulatus, no qual ainda
nao haviam estudos relacionados. Pela primeira vez Galvani et al (2017), constata-
ram em um primeiro estudo que o veneno de T. serrulatus além de apresentar uma
acao neurotdxica desenvolvida pela interacdo das a e B-toxinas, possui também efei-
to genotoxico sobre o material genético de vitimas envenenadas. Acometendo todas
as estruturas, estas que também foram avaliadas no presente estudo, no qual detec-
tou-se ja nas primeiras horas apos o acidente, mantendo-se até 12h (Galvani et al.,
2017).

Esses resultados corroboram aos nossos achados, onde quando administra-
do somente veneno de T. serrulatus, foi capaz de manter a molécula de DNA danifi-
cada até 24h ap6s o acidente, periodo maximo em que avaliamos no decorrer desse
estudo, ndo permitindo ao organismo o reparo dessas moléculas em todas as estru-
turas nesse estudo avaliadas. Estudos apontam que o veneno de T. serrulatus de-
senvolve a estimulacdo simpatica transitéria parassimpatica e prolongada. Sendo
gue a mortalidade causada pelo envenenamento, se deve pela superestimulacéo
simpatica e ndo pela parassimpatica (Gwee, et al., 2002; Cante et al., 2009). Dessa
forma, o quanto antes for realizada a entrada com tratamento de soros antiescorpi6-
nicos, maior a possibilidade de neutralizagdo dos efeitos simpéticos e metabdlicos,
tornando-se ainda mais intensos no aprimoramento da recuperagao (Bawaskar et al.,
2010).

Sobretudo, nosso proximo passo foi avaliar quais seriam 0s riscos em nivel
molecular, sendo eles genotdxicos ou mutagénicos quando submetidos camundon-

gos a intervencao por soroterapia, no qual administrou-se o SAEsc. Com intuito de
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determinar a capacidade de neutralizacédo, sobre o reparo da molécula de DNA, le-
vando em consideracao a reversao ou irreversao de danos apos a neutralizacao do
veneno, em organismos envenenados.

E importante ressaltar que os SAEsc atuam de forma a neutralizar o veneno
circulante, induzindo a diminuicdo da sintomatologia (Brasil, 2018b). No presente
estudo aplicamos SAEsc logo apés administracdo do veneno de T. serrulatus, assim
como (Revello et al., 1996), em seu trabalho avaliou a neutralizacdo do envenena-
mento pelo escorpido de mesma espécie por meio de antiveneno hiperimune, onde
foi possivel demonstrar que os antivenenos quando administrados imediatamente
apos o acidente, apresentaram capacidade de neutralizacdo até 8h, além de uma
relevante diminui¢cdo das concentracdes do veneno em grande parte dos érgdos afe-
tados. Indo de encontro aos nossos achados, onde os resultados apresentados mos-
tram-nos que os animais tratados com SAEsc ap0s o acidente escorpinico, no peri-
odo entre 6h e 12h, apresentaram menores indices de danos nas moléculas de DNA
de células cerebrais, hepéaticas, pulmonares e renais de camundongos, sugerindo a
possibilidade de reparo quando comparados aos demais grupos.

As demais estruturas avaliadas apresentaram elevados danos da molécula
de DNA quando submetidos ao envenenamento sem tratamento, corroborando com
(Galvani, et al, 2017) e ainda com (Revelo et al., 1996), onde ao avaliar antivenenos
contra o0 veneno do escorpido T. serrulatus em periodos de até 8h, obteveram altas
concentracdes de veneno nos diferentes 6rgaos estudados, sendo eles, rim, pulméo
e figado.

A intensidade de danos e altas concentracdes de veneno em células renais
se devem por este ser um 6rgdo de excrecdo (Ismail e Abd-Elsalam, 1988). Outros
estudos realizados na espécie T. discrepans apontaram que rins de ratos envenena-
dos desenvolveram distensdo tubular e necrose das células, além de congestao
glomerular, trombose e hemorragia intertubular (Rodriguez, 2005).

Enquanto que no figado, o veneno pode atingir tal 6rgdo de forma muito ra-
pida, sendo este metabolizado em mesma velocidade (Revelo et al., 1996). Como
visto em um préximo estudo, foi possivel verificar concentragdes intensas de veneno
no figado, onde ao avaliar a prole de méaes envenenadas o figado desses animais
apresentaram aumento de peso significante, demonstrando altas concentragcdes de
veneno (Bardo, 2006). Revelo et al., (1996) em seu estudo ainda relata que o vene-

no se distribui por todo o organismo do individuo de forma muito rapida e intensa,
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niveis maximos de veneno foram encontrados 30 minutos apdés a inje¢cdo no pulmao
e baco e 15 minutos no rim e figado.

Quanto as complicacdes pulmonares, indo de acordo com 0s nossos acha-
dos Silva, et al, (2017), em seu trabalho realizou uma anélise semelhante ao nosso
estudo. Onde ao envenenar camundongos, estes obtiveram a maior parte dos efei-
tos sistémicos apresentados em 1h apds injecdo, desaparecendo entre 3 a 4h apos
administracdo, entretanto todos apresentaram dificuldades respiratorias até 6h. O
edema pulmonar é caracteristico do envenenamento escorpionico, normalmente a
principal causa dos ébitos relacionados a espécie, também desenvolvida pela libera-
cdo macica de catecolaminas (Gueron e llia, 1996; 2009; Santos-da- Silva et al.,
2017). Esses indicios caminham novamente a concordar com 0s nossos resultados
agui apresentados, tanto na avaliacdo do ensaio cometa quanto na analise de de-
teccéo de DA.

Quanto aos resultados apresentados pelo ensaio cometa nas células cere-
brais, demostraram danos que persistiram por até 24h de avaliacdo nos grupos em
gue administrou-se veneno e mesmo nos que foram tratados com SAEsc. Segundo
Scatton, (1994) e Nencioni et al., (2009), isso pode ter ocorrido devido a hipétese
excitotoxica, no qual indica que a liberacdo excessiva de glutamato pode ativar os
seus receptores, iniciando uma cadeia de eventos intracelulares que podem levar a
danos neuronais sustentados (Scatton, 1994). Todavia, a acdo do veneno no siste-
ma nervoso central sempre foi questionada, alguns descrevem a possibilidade de
gue os efeitos centrais sejam o resultado e ndo propriamente um processo do enve-
nenamento (Freire-Maia e Campos, et al., 1989; Nencioni et al., 2009). De forma que
0 veneno seria incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica (Freire-Maia e
Campos,1989), assim como Revelo et al., (1996) em seu estudo, em que nao foram
detectadas concentragcdes de veneno no sistema nervoso central. Por outro lado,
Ismail et al. (1992), acredita na participacdo direta do sistema nervoso central no
processo de envenenamento, mesmo que em casos de tratamentos com soros ou
adjuvantes, individuos muito jovens, ndo possuem a total formacéo da barreira he-
matoencefalica (Ismail, et al, 1992; Nencioni et al., 2018). Assim como demonstram
nossos achados em que obtivemos danos que se mantiveram, em celulas cerebrais.
Mesmo quando houve diminuicdo do indice de danos na molécula de DNA em até

12h, ocorrendo um aumento significativo apoés tal periodo.
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Tal fato pode ser sustentado, pelos efeitos que sdo desencadeados apos a
eliminagdo do veneno no organismo. Assim como, o desenvolvimento de edema
pulmonar, insuficiéncia renal, arritmias, danos hepaticos estes que devem-se princi-
palmente a liberacdo de mediadores do sistema nervoso autbnomo (Queiroz et al.,
2015; Nencioni et al., 2018). Existem ainda evidéncias mostrando a participagao do
sistema nervoso central e do sistema inflamatério no processo (Dorce et al., 1994;
Zoccal et al., 2016).

Os efeitos induzidos pelo veneno, ressaltando principalmente a Ts1l uma das
toxinas presentes, podem desenvolver complicagdes, e alteracdes nas concentra-
cOes de proteina e leucocitose até 7 dias apds o acidente. Segundo alguns autores,
um dos indicios de tais complicacdes se devem aos niveis séricos de citocinas que
encontram-se aumentados como IL-1, IL-6 e TNF-a (Pessini et al., 2003), indicando
gue o veneno de T. serrulatus pode induzir o recrutamento de células no sistema
imune para outros 6rgaos, sendo capaz de induzir uma resposta inflamatéria aguda
imediata (Fialho et al., 2011; Lara, 2012). Sugere-se que nesse contexto, 0 aumento
do indice de danos que ocorreu apés 12h destacando-se células pulmonares, renais
e hepaticas figura (15K; 16M e 170), em ambos 0s grupos sejam tratados ou nao
por SAEsc, pode ser devido a cascata inflamatéria aguda e mediadores que passam
a ser ativados, devido aos mecanismos de acéo do veneno de T. serrulatus.

Entretanto o tratamento com soroterapia pode ser de fato eficaz quando
administrada imediatamente apds o acidente, sendo necessario acompanhamento
médico apds uma correta classificacdo de niveis de envenenamento, tendo em vista
gue a dose de antiveneno, pode variar de acordo com a gravidade do acidente, sta-
tus imunoldgico da vitima, entre outros fatores. E necesséario um acompanhamento
de até 48h apds, com a intervencdo de medicamentos adjuvantes ao tratamento pa-
ra total neutralizacao (Ismail et al., 1994; Ghalim, et al., 2000; Bawaskar et al., 2010).
Pesquisadores realizaram um acompanhamento clinico com pacientes envenenados
pelo escorpido Mesobuthus tamulus, no qual utilizaram além do soro antiescorpioni-
co a aplicacéo de Prazosina, como medicamento adjuvante no processo de neutrali-
zacao do veneno. Relataram ainda, que é possivel uma melhor neutralizacdo do ve-
neno circulante, além de acelerar o controle da sintomatologia em geral. Diferente
dos grupos tratados com somente um tipo de tratamento, obtiveram relatos de casos
em que houve deterioracdo nas condicbes de envenenamento, apresentando au-

mento da gravidade do quadro de acidente (Bawaskar et al., 2010).
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Alguns autores ainda sugerem, que essas condi¢cdes se devem ao veneno
ter atingido o local de acéo alvo de forma muito rapida, ndo obtendo respostas ao
antidoto devido as catecolaminas circulantes elevadas induzidas pelo veneno, impe-
dindo a acdo do mesmo (Cupo et al., 2002; Bawaskar et al., 2010). Sendo essencial
0 monitoramento de pacientes apds tratamento com soroterapia, especialmente cri-
ancas e idosos, nao descartando a possibilidade de complicagbes no sistema nervo-
so central e problemas respiratorios (Sofer; Gueron, 1988). Outros estudos ainda
trazem relatos de complicacBes apos tratamento, ainda que leves porém existentes,
como o desenvolvimento de edema pulmonar, hematémese, neurotoxicidade e ou-
tros sintomas neuroldgicos, tornando necessario nesses casos 0 uso de medicamen-
to adjuvantes (Ismail, 1994).

Tendo em vista os estudos citados acima, € possivel justificar os danos em
animais tratados e ou somente administrados com SAESsc, visto que sao necessarios
tratamentos adjuvantes junto ao processo de soroterapia. Sendo importante ainda
ressaltar, a importancia da analise de gravidade clinica do paciente, de forma a en-
trar com intervencdes de acordo com o estado da vitima (Bawaskar et al.,2010). A
eficacia do tratamento esta diretamente relacionada ao periodo até a administracao
do SAEsc, a dose de soro administrada, o enquadramento da vitima conforme a gra-
vidade do acidente. Assim como o estudo de Ghalim, et al., (2000), onde quantifica-
ram as concentracdes de toxinas circulantes, e estas diferiram de acordo com 0s
sintomas dos individuos, sugerindo que um acidentado de grau | apresenta uma
concentracéo de toxinas circulantes bem menor que um de grau Il. Tornando-se es-
sencial o acompanhamento do estado clinico, mesmo com a administragdo de SA-
Esc, podendo ter a vitima ainda reacfes adversas que podem variar conforme o sta-
tus imunoldgico, idade, peso e gravidade (Brazil, 2018; Carmo et al., 2015).

Quanto ao grupo em que administrou-se somente o SAEsc, como forma de
avaliar sua acédo sem interferentes, comprovando que o veneno de T. serrulatus foi o
anico e exclusivo agente genotéxico. Obtivemos em todas as estruturas avaliadas,
indices de danos acima do controle nas primeiras horas do estudo e também em
24h. O que pode ser justificado, quando levado em conta todo o processo de purifi-
cacao dos soros, o fato de que os SAEsc sdo um conjunto de imunoglubulinas hete-
rélogas possuindo atividade dos sitios combinatorios das molécula de imunoglobuli-
na, além de passarem por inumeros processos de diferenciagdo e especificidade.

Entretanto, é possivel a formacéo de agregados espontaneos de proteinas, que po-
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dem ser induzidos, ja que a atividade neutralizante dos sitios combinatérios das 1gG,
quando tratadas pela pepsina se mantem intacta, levando a multiplas reacdes alér-
gicas em casos de individuos hipersensiveis, de baixo peso e estatura (Butantan,
2017). Outros sintomas, podem se desenvolver como a anafilaxia devido a degranu-
lacdo de mastdcitos ou ativacdo do sistema complemento (Butantan, 2017).

Devemos assim considerar as possiveis complica¢cdes da soroterapia, além
do fato de o ensaio cometa ser um teste extremamente sensivel (Speit; Uma, 2012).
Pode-se nesse sentido explicar alguns de nossos resultados, onde o grupo SAEsc
administrado individualmente e ainda quando em conjunto com 0 veneno apresenta-
ram niveis elevados de danos na molécula de DNA dos camundongos tratados. Al-
guns casos de envenenamento torna-se necessario a administracdo de doses adici-
onais de soro, de forma a avaliar se dentro de 24h a vitima venha a apresentar si-
nais de coagulacdo apos o tratamento, por isso a importancia do monitoramento na
faixa de até 48h apo6s o acidente (Brasil,2010b). Sustentando assim nossos resulta-
dos, em gque apresentaram neutralizacdo em nivel genémico até 12h quando trata-
dos com SAEsc, entretanto em 24h nossos resultados indicam um retorno da toxici-
dade do veneno. Isso nos leva a compreender a necessidade de uma nova aplica-
céo de doses de SAEsc ou doses ainda maiores.

Se faz importante ressaltar, que o envenenamento escorpionico, deve se
enquadrar em niveis de gravidade do acidente, sendo por vezes necessario 0 auxilio
de medicamentos adjuvantes. Entretanto ao se tratar de um modelo experimental
animal, ndo foi possivel mensurar a gravidade e sintomatologia desenvolvida por
cada animal individualmente. Tendo em vista, que ainda nao existem protocolos e/ou
estudos que possam afirmar tal quadro.

Quanto a analise de MN, comprovamos que de fato o veneno leva a danos
permanentes mesmo apos o tratamento com o SAEsc. Toda via, como visto anteri-
ormente 0s animais obtiveram danos genotoxicos em suas moléculas de DNA, ndo
sendo reparadas totalmente quando avaliamos até 24h. Consequentemente se néo
reparados ocorrem modulac¢des no ciclo celular, na informacdo genémica por meio
de reacdes direta ao DNA nuclear, incorporacdo da molécula ao decorrer da replica-
cao celular, implicacdes durante a divisao celular, levando a divisdes incoerentes da
célula, defeitos no pontos de verificacdo do ciclo celular, maior taxa de morte celular,
além de fragmentos cromossdmicos presentes na mitose que sdo incapazes de se

mover para o polo do fuso mitotico, formando assim MN (Veiga, 1995; Fernandes,
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2005; He, et al., 2019). Tal instabilidade pode estar envolvida no desenvolvimento de
muitas doencas, incluindo disturbios neurodegenerativos, envelhecimento, até mes-
mo o cancer (Damiani, 2010; Galvani, 2017).

O teste de MN realizado nesse estudo, ndo apresentou EPCMn nem dife-
rengas na relacdo de EPC/ENC no grupo onde administrou-se somente o SAEsc,
comprovando que de fato os danos que ocorreram durante este estudos nao foram
gerados pelo soro e sim realmente pelos efeitos danosos ocasionados pela comple-
xidade do veneno. De maneira semelhante ao trabalho de (Roll, et al., 2018) em que
demonstrou nos seus dados quando aplicado o teste MN em camundongos fémeas
jovens, seu controle apresentou niveis de EPCMn e ENC de 0,40 a 1,60, corrobo-
rando com 0s nossos achados.

Ao avaliar o grupo envenenado e tratados com SAEsc, nossos resultados
indicam que mesmo sendo possivel sua neutralizacdo sintomatoldgica, o veneno
leva a danos irreparaveis, nao permitindo a acdo dos SAEsc a nivel molecular po-
dendo de fato atuar na modulacdo genémica de individuos acidentados.

Assim como visto em outros estudos, algumas espécies de escorpides do
género Tityus, permitem reduzir niveis de antioxidantes celulares pelo excesso de
inducéo de ROS, além de levar a apoptose (Gomes et al., 2010; Zargan et al., 2011).
Outros estudos ainda apontam a relacdo do veneno de T. serrulatus com o envolvi-
mento em vias apoptoticas, tendo até mesmo a necrose como principal via de morte
celular, além de induzir a liberacdo de IL-18, IL-6 e IL-8 (Rigoni, et al., 2016). Sendo
parte dos efeitos do envenenamento por Tityus, citotoxicidade e liberacdo de citoci-
nas pro-inflamatorias (Rigoni, et al., 2016).

Torna-se relevante lembrar que diante a estas terapias contra a complexa
atuacao do veneno de T. serrulatus, estudar a modulacdo gendémica frente ao de-
sempenho dos SAEsc é essencial, sabendo que tais danos gerados, quando néo
reparados, levam a complicacdes futuras. A inexisténcia de trabalhos sejam eles
clinicos ou pré-clinicos, e protocolos de forma mais especificas que comprovem a
eficdcia dos SAEsc, em uma total neutralizacdo do antigeno circulante no organismo
de individuos envenenados, ou mesmo sua capacidade em minimizar os casos de
mortalidade relacionados aos acidentes, torna nosso estudo ainda mais relevante e
pioneiro em tal linha de experimentacdo. De forma, que as doses de antivenenos a
nivel de neutralizacéo total ainda s&o incertas, assim como sua cinética a longo pra-

ZO0.
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6 CONCLUSAO

Tomados em conjuntos, nossos achados demonstram que o SAEsc avaliado
nesse estudo, possui capacidade em manter um equilibrio dopaminérgico apés ni-
veis aumentados devido ao envenenamento escorpidnico até 24h, permitindo retor-
nar para os niveis basais. Além de possuir capacidade de neutralizacdo sobre o ve-
neno de Tityus serrulatus em nivel molecular até 12h de a¢do ap0s o envenenamen-
to em células cerebrais, hepaticas, pulmonares e renais de camundongos.

Entretanto, a partir de 24h ap0s a inoculacdo em tal modelo experimental, a
neutralizacdo e reparo celular em niveis moleculares ndo se manteve eficiente, de
forma que ndo foram totalmente reparados e evoluiram a danos mutagénicos em
individuos envenenados e também quando houve intervencdo de tratamento com
soroterapia. Demonstrando, que o veneno permiti agir sobre a modulagédo genémica
do individuo, podendo néo serem reparados.

Sobretudo, mais estudos devem ser realizados em relacdo as doses e quan-
tidade de aplicacdes do SAEsc no processo de tratamento por acidentes escorpioni-
cos, além de procurar compreender ainda melhor os mecanismos de acdo dos so-

ros.
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ANEXO A — Certificado do CEUA

¥ CEUA @

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto abaixo especificado, que envolve a produgao, manutencao ou utilizagao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pelo
Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA/UNESC, em reunido de 27/03/2018.

Avaliagado gendémica e bioquimica do tratamento com soros
Titulo do projeto antiescorpidnicos em animais acidentados com o veneno do escorpiao
Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922

Genomic and biochemical evaluation of the treatment with anti-scorpion
Project title sera in animals envenoming with the venom of the scorpion Tityus
serrulatus Lutz & Mello, 1922

Numero do protocolo »:
Praticol nmb s 021/2018-1 — Versao 02

Pesquisador principal | . ;
Principal Investigator Ricardo Andrez Machado de Avila

Pesquisadores Nathalia Coral Galvani, Mirian Ivens Fagundes, Bethina Trevisol Steiner, Rahisa
Researchers Scussel, Emily Comeo, Ellen de Pieri, Haylla Santos de Souza.
Finalidade ( )Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao | 02/08/2018 a 01/08/2019
Espécie/linhagem/ragca | Camundongo isogénico Swiss

N° de animais 39 masculino e 39 feminino = 78
Idade/Peso 28-35 dias / 18-22g

Género Masculino e Feminino

Origem Biotério UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
03/2017/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original version of
this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes.

May you have further questions, please contact us by e-mail ceua@unesc.net.

dom va, A Valvaswr .
' Samira da Silva Valvassori Criciuma, 27 de margo de 2018.
Coordenadora do CEUA
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Universidade dq Extremo Sul Catarinense
Comisséo de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Andlise imunolégica, genotdxica e da
agdo antiveneno conira o veneno do escorpido Tityus serrulatus do extrato
alcodlico de Piper miquelianum C.DC., Petiveria alliacea L. e Aristolochia
triangularis Cham. & Schitd.“ Protocolo n° 076/2015-1 sob a responsabilidade de
Ricardo Andrez Machado de Avila e equipe: Luiza Macarini Bosa, Rahisa Scussel, Ana
Paula Ribeiro, Valeska Paulo Fernandes, Nathalia Coral Galvani, Angelino Chitoma
Domingos, Mirian Ivens Fagundes, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no. |
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto no. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCERA,), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNESC - Universidade do Extremo Sul Catarinense, em reunido de: 15/06/2015.

Vigéncia do Projeto | 01/07/2015 a 30/12/2017

Espécie/linhagem Mus musculus — Camundongos Swiss

N°. De animais 180

Peso/ldade 18g a 22g/ 28 a 35 dias

Sexo M

Origem Biotério da Universidade do Extremo

Sul Catarinense — UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution
number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has
analyzed the following Project:

Protocol number: 076/2015-1

Principal Investigator: Ricardo Andrez Machado de Avila

Researchers: Luiza Macarini Bosa, Rahisa Scussel, Ana Paula Ribeiro, Valeska Paulo
Fernandes, Nathalia Coral Galvani, Angelino Chitoma Domingos, Mirian Ivens Fagundes
Project title: Immunoassay, genotoxic and antivenom action against scorpion
venom Tityus serrulatus the alcoholic extract of Piper miquelianum C.DC., Petiveria
alliacea L. and Aristolochia triangularis Cham. & Schitd

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration
of the original version of this project must be previously submitted to the Committee for
further analyzes. May you have further questions, please contact us on
www.unesc.nel/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

e
JAIR SE ZOCCHE

Coordenador da CEUA

Cricidma, 16 de junho de 2015.
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