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"O segredo é ndo correr atrds das borboletas........... E

cuidar do jardim para que elas venham até vocé”

Madrio Quintana
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Resumo

Exposigao pré-natal ao veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus: uma avaliagdo

bioquimica, hematolégica, fisica e neurocomportamental.

Foram estudados os efeitos da injecao subcutanea materna (1mg/Kg) de veneno no
desenvolvimento fisico e neurocomportamental da prole. Foram verificados o
desempenho reprodutivo, os paradmetros bioquimicos e hematolégicos maternos e
as possiveis malformagdes na prole apds administragdo de 3mg/kg de veneno. Na
avaliagao fisica e neurocomportamental dois grupos receberam veneno no 10°
(E10) ou 16° dia (E16) gestacional e o grupo controle (C) recebeu salina nos dois
dias. Apds nascer, cada filhote foi observado diariamente até que apresentasse os
parametros fisicos estudados. Em dias pré-determinados foram testados alguns
reflexos e a atividade motora. Observamos alteragdes fisicas na prole de E10 e
E16, além de diminuicdo no tempo de alguns reflexos da prole de E16. No
desempenho reprodutivo materno dois grupos receberam veneno no 5° (E5) ou 10°
dia (E10) gestacional e o grupo controle (C1) recebeu NaCl 0,9% nos dois dias. No
21° dia gestacional os filhotes foram retirados por laparotomia e divididos em trés
grupos que receberam ftratamentos especificos para analises esqueléticas,
viscerais e histolégicas. Foram verificados aumento de perdas pds implantagdes em
maes de E10 e aumento de peso de figado em fetos de E5 e E10. A anélise de
malformagdes esqueléticas revelou ossificagdo craniana afetada na prole de maes
de E10. Na avaliagdo bioquimica e hematolégica materna, quatro grupos
receberam salina no 5° (C5) ou 10° dia(C10) ou veneno no 5° (E5) ou 10° dia (E10)
gestacional e um grupo com 10 machos e 10 fémeas ndo prenhes que receberam
salina. A glicemia de E5 e E10 mostrou-se elevada em relacdo aos seus
respectivos controles. Poucas alteragcbées foram observadas em alguns parametros
do hemograma. Portanto, doses que causam envenenamentos leves (1mg/Kg) e
moderados (3mg/Kg) podem provocar alteracbes na mde e em sua prole. Logo,

sugere-se que os efeitos do veneno ndo sao dependentes da dose administrada.

Palavras chave: venenos de escorpido/toxicidade, prenhez, feto/anormalidades,

reflexo anormal, contagem de células sanguineas, glicemia.



13

iNDICE

T= INTFOAUGAO..... ..o et e e e e e aaeees 07
2- ODBJELIVOS. ... ..o ——————— 17
2.1- ODJEtIVOS QEIAIS ...coeeeeiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e 17
2.2- ODbjetiVOS €SPECITICOS. .....uuuiiiiiiiiiiiiiie e 17

3- Material @ MEtOdOS. ..........oooiiiiiiie e 18
3.1- SUJEItOS XPEIIMENTAIS. .......oeeeeeeeeeiiee ettt 18
3.2- Drogas € ReAQENIES..............oeeeeeeeee ettt 18
3.3 ProCeAIMENTOS. .......cccoeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaasnsnans 19
3.3.1- Cruzamento de animais e diagndstico de prenhez.............cccccvvvvvnnnnnn. 19

R I I = =1 0 4= | (o TR 19
3.3.3- Avaliagdo da intoxicagdo materna..........cccccceeeeveeeiiiiii e 21

3.3.4- Padronizagéo da ninhada e avaliagdo do desenvolvimento fisico

neurocomportamental pos-natal..............oooiiiiiiii s 21
3.3.4.1- Desenvolvimento fiSIiCO........ccoeeiiiiiiiiicceeeeeeee e 21
3.3.4.2- Desenvolvimento reflexol0giCo............uuuveiiiiiiiiiiiiee 22

3.3.5- Laparotomia e avaliagdo do desempenho reprodutivo materno............ 23

3.3.6- Preparacdo dos filnOtes.........uuuiiiiiie i 23

3.3.6.1- Diafanizagao e Analise esquelética .............ccccevvviieiieiiieeeennnn. 24
3.3.6.2- Fixagdo € Analise ViSCeral...........coooevviiiiiiiiiiiiieee e 24
3.3.6.3- HistolOgia.......cceeiiiiiieeeeee e 25

3.3.7- Coleta e armazenamento do material biolégico materno ..................... 25

3.3.8- Avaliagao dos parametros bioquimicos maternos.............ccoccoevevvnnnnnn... 26

3.3.9- Avaliagao dos parametros hematoldgicos maternos ............cccceeeeeeeeee 26

3.4- Delineamento experimental.................ccccoueeeuueeeeiieiiiieee et aaaas 27

3.4.1.- Experimento 1 - Efeitos de 1,0 mg/kg da inje¢do do veneno bruto do

escorpidao Tityus serrulatus sobre parametros do desenvolvimento fisico e

comportamental da prole de ratas tratadas no 10° dia de

1T a1 1= 4T 27

3.4.2. Experimento 2 - Efeitos de 1,0 mg/kg da injecdo do veneno bruto do

escorpiao Tityus serrulatus sobre parametros do desenvolvimento fisico e

comportamental da prole de ratas tratadas no 16° dia de

(01 =T 0] 012 RPUPR 27



14

3.4.3. Experimento 3— Avaliacido do desempenho reprodutivo materno e da
incidéncia de malformagdes e anomalias na prole apds a injecéo de 3,0 mg/kg

do veneno bruto do escorpiao Tityus serrulatus no 5° dia de

PLENINCZ. ...ttt ettt ettt e e e 28

3.4.4. Experimento 4 — Avaliacdo do desempenho reprodutivo materno e da
incidéncia de malformagdes e anomalias na prole apés a injecéo de 3,0 mg/kg

do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus no 10° dia de

[T =T 0] 012 PSSP 29

3.4.5. Experimento 5 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus
(3,0 mg/Kg) sobre parametros bioquimicos maternos no 5° dia de

1T a1 1= 4T 29

3.4.6. Experimento 6 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

, m sobre arametros Ioguimicos maternos no 1a e
(3,0 mg/Kg) sobre pardmetros bioquimi t 10° dia d

1T a1 1= 4T 30

3.4.7. Experimento 7 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

(3,0 mg/Kg) sobre parametros hematoldégicos maternos no 5° dia de
PIENNEZ. ... ..ottt e et e e e e e e e e e e et e e e r s 30

3.4.8. Experimento 8 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

(3,0 mg/Kg) sobre parametros hematolégicos maternos no 10° dia de

(0141 01 1= AU PTUSRR 31
3.5- ANAlISE EStatiStiCa . ceeeeeieeeeee e 31
Qe RESUIAUOS... ..o e e, 32

4.1. Experimento 1 - Efeitos da injecdo do veneno bruto do escorpido Tityus
serrulatus sobre parédmetros do desenvolvimento fisico e comportamental da prole

de ratas tratadas no 10° dia de Prenhez............cocooovueeeeeeeeciee e, 32



15

4.2. Experimento 2 - Efeitos da injegcdo do veneno bruto do escorpido Tityus
serrulatus sobre parametros do desenvolvimento fisico e comportamental da prole

de ratas tratadas N0 16° dia de PrenNez...........c..oeeeeueeeeeecee e 33

4.3. Experimento 3— Avaliacdo do desempenho reprodutivo materno e da

incidéncia de malformacgdes e anomalias apds a injecao de 3,0 mg/kg do veneno

bruto do escorpido Tityus serrulatus no 5° dia de prenhez.................coeeeiiiiiine, 42

4.4. Experimento 4 — Avaliacdo do desempenho reprodutivo materno e da

incidéncia de malformagbes e anomalias apos a injecdo de 3,0 mg/kg do veneno

bruto do escorpido Tityus serrulatus no 10° dia de prenhez...............ccceevvevrennnnnee. 43

4.5. Experimento 5 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

(3,0 mg/Kg) sobre parametros bioquimicos maternos no 5° dia de

[T =T 0] 412 PO 52

4.6. Experimento 6 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

(3,0 mg/Kg) sobre parametros bioquimicos maternos no 10° dia de

01T 0] 1= 4 PSPPI 52

4.7. Experimento 7 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

(3,0 mg/Kg) sobre parametros hematolégicos maternos no 5° dia de

01T o1 1= 4SRRI 58

4.8. Experimento 8 - Efeitos do veneno bruto do escorpidao Tityus serrulatus

(3,0 mg/Kg) sobre parametros hematolégicos maternos no 10° dia de

01 (=T 0 012U PPRRRR 59
B DS CUS SO . ... e e 67
B= CONCIUSOOES. . ..o e e e 84

7- Referencias Bibliograficas................ccccoiiiiiiiiiii 86



16

1. Introducgao

Os escorpioes existem ha cerca de 350 milhées de anos e pouco
mudaram desde essa época. Eles pertencem a ordem dos artrépodes e
classe dos aracnideos. Quanto a classificagdo em familias e géneros
existem inumeras discussées a respeito (Lourengo, 2001). Uma das
familias mais importantes é a Buthidae por possuir espécies
produtoras de venenos ativos sobre o homem (Lucas e Silva, 1992). O
género Tityus, que pertence a essa familia, apresenta mais de 60
espécies, sendo a Tityus serrulatus e a Tityus bahiensis responsaveis
pela quase totalidade dos acidentes (Cupo et al., 1994).

No Brasil, o escorpiao que possui a pegconha considerada mais
téoxica é o Tityus serrulatus, também chamado de escorpiao amarelo.
Ele tem habitos noturnos e aparece principalmente nos Estados de
Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Espirito Santo. No
decorrer do tempo, desenvolveu habitos domiciliares, podendo ser
visto em habitagoes humanas, lajes, tuimulos, rodapés, poroes, etc
(Lucas e Silva, 1992; Torres et al., 2002).

O escorpiao amarelo possui facil adaptagcao ao meio ambiente,

podendo sobreviver sem comida por varios meses, mas sempre
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necessitando de agua fresca (Bucherl, 1971). Além disso, possuem
capacidade de se reproduzir por partenogénese, ou seja, os 6vulos se
desenvolvem no interior do organismo materno, nao necessitando de
fertilizagcao (Candido et al., 1999). O homem também promove
ambientes favoraveis ao aparecimento do escorpidao. O lixo e entulho
gerados pela agao antrépica propiciam o aparecimento de insetos e
aranhas, constituintes principais da dieta escorpionica (Queiroz, 1997).
Com todos estes fatores a seu favor, nota-se grande explosao
demografica da espécie (Soares et al., 2002). Devido o desenvolvimento
de habitos domiciliares é cada vez mais freqiiente a presenga de
escorpidoes em areas urbanas. Prova disso sdo os dados do Ministério
da Saude que relatam que 56% dos acidentes com estes animais
ocorrem em zonas urbanas e somente 34% nas areas rurais.

Com isso, o escorpionismo é considerado um sério problema de
saude publica no Brasil (Machado et al., 2000; Cupo e Hering, 2002).
Dados de 2004 do Ministério da Saude indicam ocorréncia anual de
mais de 28.000 casos de acidentes escorpidnicos (Wen e Santalucia,
2005). Isso corresponde a aproximadamente 34% de todos os acidentes
por animais pegonhentos, superando os acidentes por serpentes (32%)
e por aranhas (21%). O maior numero de notificagées (12.000 casos)
provem das regides Nordeste e Sudeste, sendo os Estados de Minas
Gerais, Sao Paulo, Bahia, Alagoas e Pernambuco responsaveis por
grande parte dos acidentes (Wen e Santalucia, 2005). Infelizmente o
numero de casos elevou-se muito nos ultimos anos (Wen e Santalucia,
2005). Baseados nos dados do Ministério da Saude observamos que
entre 1989 e 1998 ocorreu uma média de 6.322 casos, ja entre 1999 e
2004 esta média elevou-se muito, apresentando 20.117 casos de
acidentes escorpidnicos.

Os acidentes por escorpidoes sao importantes em virtude da
grande freqliéncia com que ocorrem e de sua potencial gravidade
principalmente em criangas picadas pelo Tityus serrulatus (Goyffon et
al., 1982; Lourencgo et al., 1996; Ghalim et al., 2000).
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No Brasil a letalidade por escorpionismo é de 0,2%, mas
conforme pode ser visto na figura 1, em criangas menores de 10 anos
este indice é mais elevado.

A dor é sintoma sempre presente no escorpionismo e a
intensidade com que se manifesta dependera nao sé6 da sensibilidade
individual como também da quantidade de veneno inoculada nos
tecidos. Pode ser muito leve, quase imperceptivel nos casos benignos,
até muito intensa e quase insuportavel nos casos mais severos. Os
pacientes, principalmente as criancas, apresentam-se em geral muito
agitados. E possivel o aparecimento de tremores generalizados e, com
agravamento do quadro, os doentes podem passar de agitagao
psicomotoras a profundo torpor. Podem ocorrer hipertensao seguida
de hipotensao arterial e arritmias cardiacas variadas. Nos casos mais
severos, insuficiéncia cardiaca e edema agudo de pulmao fazem parte
do quadro clinico. Nas fases mais tardias e graves pode-se estabelecer
bradicardia. Os sintomas respiratérios sao agravados pela presenga de
grande quantidade de secre¢gdoes como também pela presenga de
constricdo traqueo-bronquica. Outros sintomas descritos no
envenenamento escorpidnico sao alteracao da visao, tonturas,
cefaléias, nistagmo, dificuldades de marcha, delirios e alteragées no
olfato (Hering et al., 1987; Freire-Maia e Campos, 1989; Freire-Maia,
1995; Troncon et al., 2000; Teixeira et al., 2001; Torres et al., 2002; Alves
et al., 2005).
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Figura 1- Letalidade por faixa etaria. Dados de 2001 a 2004. Ministério da
Saude- Secretaria de Vigilancia em Saude.

A intensidade destes efeitos € determinada por varios fatores: local da
picada, através do qual o veneno penetrou na corrente sanguinea,
quantidade de veneno inoculado, peso do corpo da vitima, estacdo do ano
na qual ocorreu o acidente, tamanho do escorpido, estado de saude da
pessoa atingida e espécie do escorpido (revisado por Dorce e Sandoval,
1992). Assim como outros membros desse género, o Tityus serrulatus tem
capacidade de inocular apenas uma pequena quantidade de veneno a cada
picada e por esta razdo a maioria de acidentes envolvendo adultos néo é
letal. Bucherl (1971) registrou a quantidade maxima e a média da pegonha
seca por exemplar de Tityus serrulatus, obtidas por extracdo através do
choque elétrico. A quantidade de veneno que este escorpido pode inocular é
pequena variando de 0,23 a 1,1 miligramas de peconha seca. A DL50 deste
veneno em ratos é de 0,56mg/Kg pela via endovenosa (Sandoval e Dorce,
1993).

Estudos sobre a toxicocinética do veneno em camundongos mostram
que o0s niveis maximos de veneno no sangue, pulmao, coragdo e baco
ocorreram em 30 minutos apés a inje¢cao subcutanea enquanto nos rins € no
figado em 15 minutos. Apds duas horas a concentragdo do veneno no
sangue e nestes orgaos diminui rapidamente, sendo que em 8 horas ja néo

esta em niveis suficientemente detectaveis (Revelo et al., 1996).
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A peconha do escorpiao amarelo é direcionada primeiramente a
obtencao de seus alimentos, entretanto nota-se uma grande quantidade
de toxinas antimamiferos adquiridas provavelmente em processos
evolutivos para sua defesa contra possiveis predadores como gambas
e outros (Ji et al., 1994).

O veneno do escorpiao é composto por mucopolissacarideos,
pequenas quantidades de hialuronidase e fosfolipase, moléculas de
pequena massa molecular como serotonina e histamina, inibidores de
proteases, liberadores de histaminas e neurotoxinas (Courad e Jover,
1983). Cada veneno de escorpiao pode conter varias neurotoxinas. Elas
sao moléculas de polipeptidios basicos com massa molecular por volta
de 7000 daltons, constituida por cadeias unicas ligadas por pontes
dissulfidicas (Courad e Jover, 1983).

As neurotoxinas escorpidnicas sao capazes de interferir na
permeabilidade ibnica das células excitaveis (Catterall, 1980). Foram
descritas quatro diferentes familias de toxinas que interagem com diferentes
canais iénicos: as que afetam o canal de sodio (Catterall, 1980; Rochat et
al., 1979), de potassio (Carbone et al., 1982; Miller et al., 1985), de cloreto
(Debin et al., 1993) e de calcio (Valdivia et al., 1992; Valdivia e Possani,
1998).

A peconha do Tityus serrulatus contém dois principais tipos de
neurotoxinas que atuam em canais de sédio, chamadas de alfa e beta
conforme seu sitio de ligagao. (Rochat et al., 1984; Kirsch et al., 1989;
Possani et al., 1999). Ao se ligar nestes canais existentes nas membranas
axonais, determinam um desequilibrio na concentracdo de outros ions
levando a uma liberagao anormal de neurotransmissores (Gueron e Yaron,
1970; revisto por Dorce e Sandoval, 1992; Fukuhara et al., 2004).

O efeito primario das toxinas tipo alfa € a diminuigdo da inativagao
aumentando a permeabilidade ao sédio com consequente aumento na
duracgao do potencial de acado. As toxinas tipo beta também atuam em canais
de sodio diminuindo seu limiar de ativagdo para abertura do canal com

consequente aumento da instabilidade celular (Kirsch et al., 1989).



21

Estudos realizados por Nencioni et al. (2000), comprovam efeitos
neurotdoxicos de algumas fragdes do veneno do Tityus serrulatus. Uma
neurotoxina purificada tipo alfa, denominada primeiramente como TS-8F e
identificada como TsTX (Sampaio et al., 1983), quando injetada no
hipocampo de ratos, determinou padrdes comportamentais alterados,
atividade epileptiforme no hipocampo e coértex cerebral além de danos a
células piramidais e granulares do giro denteado hipocampais (Carvalho et
al., 1998).

Além de efeitos neurotdxicos, apds a administragdo do veneno bruto
ou da neurotoxina TsTX-l intraperitonealmente em ratos, foi observado
aumento do numeros de leucocitos bem como aumento das enzimas
creatina quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH), aspartato
aminotransferase (AST), amilase e de citocinas (Bertazzi et al., 2002). A
picada do escorpido também produz injuria tecidual que pode induzir a
resposta inflamatdria sistémica com subsequente liberagao de citocinas (D’
Suze et al., 2003). A leucocitose € comum no envenenamento escorpidnico
e também esta associada a reacdo inflamatéria sistémica (Magalhaes,
1998).

A liberacdo de citocinas ativa o sistema complemento e pode levar a
hemdlise, como observado em casos de envenenamento por escorpides da
familia Buthidae. (Kankonkar et al., 1992; Corréa et al., 1997). Fukuhara
(2001) relacionou a gravidade clinica do envenenamento com a
concentracdo de pecgonha circulante observando que em casos graves ha
um aumento das citocinas.

As agdes em conjunto de neurotoxinas presentes na pegonha do
escorpiao Tityus serrulatus podem incluir manifestagdes sistémicas graves
como ja comentado anteriormente, contudo, ha raros dados na literatura
sobre possiveis efeitos do veneno na mae e na prole de maes que entram
em contato com 0 mesmo nos periodos pré e pds-natais (Ismail et al, 1983;
Cruttenden, 2003).

Ao se pensar em toxicidade do desenvolvimento pré-natal e pds-natal

em ratos provenientes de maes tratadas com este veneno, deve-se levar em
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conta todas as possiveis acdes, tanto as periféricas como as centrais e suas
consequéncias para o feto e para o filhote.

Para que haja um desenvolvimento normal do feto apds a
fecundagédo, sdo necessarias duas condigbes: heranca genética e meio
ambiente intra-uterino adequados. A humanidade sempre se preocupou com
o nascimento de individuos malformados, estes eram atribuidos a maldicées
divinas, satanicas ou associados a lendas. O concepto era considerado um
ser totalmente protegido pelo utero materno e a placenta era considerada
uma barreira inviolavel a qualquer agente externo. Entretanto, experimentos
visando correlacionar fatores externos as malformagdes provaram o
contrario na segunda metade do século XVIIl. Somente nos anos 30 e 40 é
que foram realizados os primeiros experimentos com mamiferos
confirmando esta proposigdo. Ja nos anos 50 surgiu a teratologia como
ramo de pesquisa cientifica, visando estudar malformacgdes fetais congénitas
(teratogénese), embrioletalidade e outros fatores relacionados a mae e feto
estando altamente relacionada com a toxicologia reprodutiva (Lemonica,
1996).

A gestacdo € um processo dindmico envolvendo crescimento e
desenvolvimento do embrido/feto e alteragcbes fisioldégicas do sistema
materno. Da concepgéo ao nascimento o embrido/feto humano aumenta em
peso mais ou menos um bilhdo de vezes enquanto o organismo materno
pode aumentar mais ou menos de 15% a 20%. Entretanto, as mudangas no
sistema materno durante a gestacdo incluem alteragbes na absorgao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo de nutrientes para melhor suprir e
proteger o sistema em desenvolvimento (Walton et al., 1992).

A exposicao materna a substancias ou agentes toxicos pode causar
alteracbes nas méaes e isso pode ter como consequéncia, perturbagdes no
desenvolvimento da prole, mesmo que esta ndo tenha contato direto
(através da placenta) com a substancia (Frankova, 1985). Outras
substancias e agentes podem alcancgar o feto sem alterar aparentemente o
metabolismo da mae e causar danos diretamente sobre ele através da

passagem pela placenta e penetragdo na circulagao fetal.
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Muitos processos metabdlicos de importancia vital sao realizados pela
placenta. Ela serve como uma combinagao de trato gastrointestinal, rins,
pulmao, figado, baco, timo e como 6rgao enddcrino multifuncional (Szabo e
Grimaldi, 1970). Além disso, o metabolismo fetal e consequentemente o
crescimento fetal, dependem diretamente dos nutrientes capazes de
atravessar a barreira placentaria (Herrera, 2002). Aminoacidos, vitaminas,
carboidratos, lipidios e minerais da mae sdo capazes de ultrapassar esta
barreira passando para circulacdo fetal (Chao e Juchau, 1983). Outras
moléculas importantes como as imunoglobulinas tipo G também passam
através da placenta e conferem imunidade ao feto, protegendo-o assim de
diversos agentes infecciosos (Chiodo et al., 1983)

Logo, toda substancia que penetra na corrente sanguinea materna
deve ser considerada como capaz de atravessar a placenta e atingir o feto
salvo prova em contrario (Ward e Mirkin, 1997).

A exposicdo a uma substancia toxica pode ocorrer durante todo o
ciclo reprodutivo nos mamiferos. As consequéncias podem ser bastante
variadas, dependendo do periodo deste ciclo, da susceptibilidade individual
e entre espécies e da intensidade da exposi¢cao (Lemonica, 1996).

Apesar da alta permeabilidade de substancias a barreira materno-
placentaria, existem outros mecanismos que visam a protecao do concepto
como o aumento da volemia materna. Este aumento durante a gestacao é
de 35 % o que pode alterar a cinética de substancias. Os niveis de
progesterona, que se encontram altos na gestagcdo, estimulam enzimas
celulares que consequentemente aumentam a metabolizacdo de
substancias quimicas que, por sua vez alteram sua toxicidade, aumentando
ou diminuindo-a dependendo do metabdlito formado (Lemonica, 1996).

Algumas situacdes na qual a fisiologia materna sofre alteragdo muito
grande como desequilibrio osmoético, vasoconstricdo uterina, anemias,
alteracdes de pressio, anoxia, hipotermia, hipertermia, etc, sdo capazes de
prejudicar o feto (Carney, 1997). Dados da literatura associam casos de
estresse emocional e ansiedade durante a gestacdo com abortos

espontaneos, retardo no crescimento fetal, neonatos pré-termos,
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malformagao fetal (Mulder et al, 2002) e com disturbios no desenvolvimento
comportamental pés-natal (Kofman, 2002).

O desenvolvimento dos mamiferos se da em quatro periodos: o de
implantagédo, o de organogénese, o de desenvolvimento fetal e o neonatal
(Manson e Kang, 1989).

O periodo de implantacédo vai desde a fecundagao até o implante do
blastocisto no utero materno e nesta fase um agente tdéxico pode provocar
embrioletalidade sendo bastante rara a ocorréncia de teratogénese. O
periodo seguinte, chamado de organogénese, inicia-se na fase de
proliferagao celular e vai até a formagao de érgaos rudimentares. Nesta fase
os agentes podem levar a teratogénese ou a embrioletalidade, sendo que
neste periodo ocorre a maioria das anomalias viscerais e esqueléticas. Ja no
periodo de desenvolvimento fetal e neonatal os 6rgaos vao apresentar
crescimento tecidual e maturagdo. As anomalias observadas sao menores
do que no periodo de organogénese, sendo muitas vezes sutis (Manson e
Kang, 1989).

As anomalias sutis que podem aparecer durante o desenvolvimento
do animal muitas vezes nao sao detectaveis pela simples observacao
macroscopica ou microscopica, sao necessarios estudos comportamentais,
bioquimicos e de biologia molecular, além de outros recursos e
metodologias disponiveis apos o nascimento (Nasello, 1997).

No rato, o implante do blastocisto no utero materno ocorre até o
quinto dia de gestacao, a organogénese vai do sexto ao décimo sexto dia e
deste até o vigésimo primeiro ocorre o desenvolvimento fetal (Manson e
Kang, 1989). Apesar destes periodos pré-determinados indicarem maior ou
menor frequéncia de malformagbes, sabe-se que cada 6rgao possui seu
periodo critico especifico que corresponde a formacgao de suas estruturas
tipicas e crescimento.

No periodo pés-natal, substancias que apresentarem caracteristicas
fisico-quimicas adequadas, passardo para a prole através do aleitamento

materno. Os filhotes apresentam baixa capacidade excretéria bem como um
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metabolismo enzimatico limitado, logo o aleitamento pode ser responsavel
pela intoxicagdo dos mesmos (Castro, 1991).

Algumas substancias provocam efeitos adversos discretos, como
atraso no crescimento e desenvolvimento. Para caracterizacdo de tais
efeitos utiliza-se o termo toxicidade do desenvolvimento, que compreende a
quatro manifestacgdes: alteracdes do crescimento, morte, malformacdes e
déficits ou prejuizos funcionais (Lemonica, 1996).

Alguns agentes sdo conceituados como teratégenos comportamentais
pois desagregam o desenvolvimento comportamental por exposi¢cdo pré-
natal tanto durante a organogénese como durante o desenvolvimento fetal
(Lemonica, 1996).

Ao nascer, os ratos apresentam um sistema nervoso central imaturo
com deficiente irrigacdo cerebral e auséncia de barreira hematoencefalica
(Baker et al, 1979; Bernardi,1999). O desenvolvimento desse sistema se da,
portanto no decorrer do periodo pds-natal. Qualquer influencia durante a
gestacdo, desde o comego da organogénese até o periodo de amamentagéo
pode influir neste processo levando tanto a anomalias sutis quanto a
teratogénese propriamente dita.

A maturacao pos-natal da atividade motora do rato ocorre através dos
seguintes processos comportamentais: do desenvolvimento da postura e
locomogado quadrupede, dos ajustes dindmicos posturais, de algumas
respostas de orientagdo e de habilidades motoras complexas (Altman e
Sudarshan, 1975). Através de testes comportamentais podemos avaliar tais
parametros nos animais.

O atraso e baixo desenvolvimento dos reflexos neonatais sao
considerados importantes, pois podem estar associados a modificacdes
cerebrais induzidas por estresse (Drago et al.,1999).Estudos em humanos
mostram que criangas nascidas de maes que sofreram algum tipo de
estresse durante a gestacdo apresentam atraso na fala e na atividade
motora (Patin et al., 2004). Se a exposigdo materna a algum tipo de
estresse resultar em dano no desenvolvimento do sistema nervoso, pode-se

esperar que o comportamento também se altere (Weinstock, 2001).
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O desenvolvimento de um organismo significa uma complexa
coordenagao de divisdes, migragdes e interagcdes celulares, regulagao
génica e diferenciagdo. Qualquer agente que interfira nesses processos
pode causar malformagdes no embrido. Deste modo, é crescente a
preocupagao e investigagdo acerca de agentes exdgenos capazes de
causar morte ou anomalias estruturais e comportamentais no neonato.

Na Arabia Saudita, foram realizados estudos com escorpiao
Androctonus amoreuxi, constatando a capacidade de seu veneno provocar
anomalias congénitas bem como reabsorg¢do fetal quando inoculado em
ratas prenhes (Ismail et al., 1983).

No Brasil, poucos levantamentos a respeito de venenos de escorpides
nativos causando alteragbes maternas, anomalias congénitas,
embrioletalidade ou alteracdo no desenvolvimento foram realizados,
contudo, este € um campo aberto a estudos, visto que a cada ano os casos

de escorpionismo aumentam no Brasil.
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2. Objetivos
2.1. Objetivos Gerais

Estudar os efeitos da exposi¢do ao veneno bruto do escorpido Tityus
serrulatus, verificando possiveis alteracbes em parametros fisicos e
neurocomportamentais da prole de ratas tratadas, durante a prenhez.
Verificar também alteracées no desempenho reprodutivo € nos parametros

hematoldgicos e bioquimicos dessas ratas expostas ao veneno.

2.2. Objetivos Especificos

221. Com a dose de 1,0 mg/Kg que corresponde ao

envenenamento leve:

Estudar os efeitos fisicos e comportamentais na prole de ratos a partir
da administracdo materna do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus no

10° ou 16° dias de gestacéo.

221. Com a dose de 3,0 mg/Kg que corresponde ao

envenenamento moderado:

Estudar o desempenho reprodutivo materno e a morfologia da prole
de ratos apds a administragdo materna do veneno bruto do escorpiao Tityus
serrulatus no 5° ou 10° dias de gestagao.

Avaliar no 5° e 10° dias gestacionais as provaveis alteragdes no
hemograma, na dlicemia e nas taxas de transaminase glutamico
oxaloacética (TGO), transaminase glutamico piruvica (TGP) e de amilase de
ratas gravidas, uma hora apdés a administragdo do veneno bruto do
escorpiao Tityus serrulatus tempo de agado do veneno que provoca provaveis

alteragdes sanguineas (Bertazzi et al., 2002).
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Os dias de injegao foram escolhidos pois o quinto dia corresponde ao
final do periodo de implantacdo do blastocisto no utero de ratas, durante o
qual, qualquer substancia nociva, pode ocasionar a embrioletalidade, sendo
extremamente rara a ocorréncia de teratogénese. Ja o 10° dia de gestacéo
corresponde a metade do periodo de organogénese logo, substancias
administradas nesta fase podem levar a teratogénese ou embrioletalidade
além disso, para o rato, este dia corresponde ao periodo critico de varios
orgaos. O 16 ° dia de gestacdo corresponde ao periodo inicial de maturagéo
cerebral (Bernardi, 1999).

3. Material e Métodos

3.1. Sujeitos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar, 30 machos e 115 fémeas, sexualmente
maduros, pesando entre 250 a 300g. Os animais foram acondicionados a 22
+ 2 °C, no Biotério do Laboratério de Farmacologia do Instituto Butantan.
Agua e comida foram fornecidas “ad libitum” durante todo procedimento
experimental. As fémeas foram separadas em 11 grupos, sendo cinco
controles e seis experimentais. Dez machos foram utilizados para o grupo
destinado as analises bioquimicas e os outros foram utilizados para

cruzamento com as fémeas.

3.2. Drogas e Reagentes

Foram utilizados solu¢gdo NaCl (0,9%), veneno bruto liofilizado do
escorpiao Tityus serrulatus, (fornecido pela Comissao de veneno e obtido
pelo Laboratério de Artrépodes do Instituto Butantan), acetona, liquido de
Bouin, solugdo de KOH (0,8%), alizarina (Solugdo saturada), alcool etilico

(80%), alcool etilico (90%), solugao clareadora: (2 partes de alcool etilico, 1
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parte de glicerina, 2 partes de alcool benzilico ) e solugdo de formaldeido a
10% .

Para as analises bioquimicas foram utilizados kits especificos para
glicemia (Labor & Labor®), transaminase glutamico piruvica (Labor &
Labor®), transaminase glutdmico oxaloacética (Labor & Labor®) e amilase
(Labor & Labor®).

Para as analises hematoldgicas foram utilizados kits especificos: Hemoton,

Hemoblank Il, Hemolise, Auto Despro (Hemogran ®).

3.3. Procedimentos

3.3.1. Cruzamento de animais e diagnéstico de prenhez

As ratas foram agrupadas em gaiolas de polietiieno com tampa
metalica contendo duas fémeas cada. Um macho foi colocado no final do dia
(aproximadamente as 16 horas) e retirado pela manhd do dia seguinte
quando foi feito entdo o lavado vaginal que consiste em inje¢cdo de 60
microlitros de solugdo salina, com ajuda de uma pipeta, no canal vaginal da
rata e retirada do material com esta mesma pipeta. O liquido foi colocado na
ldmina e observado ao microscépio onde se verificou a presenca de
espermatozoides e de células de estro (caracterizada como a fase
estrogénica maxima) para confirmacao do diagndstico de prenhez (dia zero
de gestacdo). Apds esta confirmagdo as fémeas foram separadas
individualmente. Os machos e as fémeas nao prenhes nao foram utilizados

nestes experimentos.

3.3.2. Tratamento

Para a avaliagdo fisica e neurocomportamental da prole foram

utilizados trés grupos. Cada grupo com 10 fémeas que receberam injegcdes
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subcutaneas no 10° e 16° dias de gestagdo com solugdo salina e veneno
bruto do escorpido Tityus serrulatus (1,0 mg/Kg) de tal maneira que os
animais do grupo controle receberam salina nos dois dias de inje¢ao, os
animais de um grupo experimental receberam salina no 10° dia de gestacéo
e veneno no 16° dia e do outro grupo, veneno no 10° dia e salina no 16° dia
gestacional. O numero de animais e as inje¢cdes foram assim definidos para
que fosse evitado o desperdicio de animais e de veneno.

Para a avaliagdo do desempenho reprodutivo materno foram
realizados trés grupos com no minimo 10 animais cada: um grupo controle,
que recebeu injecdo de solugao salina nos dias 5 e 10 de gestagado e dois
grupos experimentais: um grupo recebeu solugao salina no 5° dia e veneno
no 10° dia gestacional (3,0 ml/Kg) e o outro grupo recebeu injegdo de
veneno no 5° dia (3,0 mg/Kg) e solugéo salina no 10° dia de gestacéo.

Para a avaliagédo bioquimica e hematoldgica materna, foram utilizados
quatro grupos, cada um com dez ou mais fémeas que receberam injecdes
subcuténeas (3,0mg/Kg) de solugdo salina (grupos controle) ou veneno
bruto do escorpido Tityus serrulatus (grupos experimentais) no 5° ou 10° dia
de gestacao.

Um grupo com dez machos e outro com 10 fémeas n&o prenhes
receberam solugao salina por via subcutanea e foram submetidos a analise
hematoldgica e bioquimica do sangue.

O veneno utilizado foi descongelado no momento da injecao, diluido a
partir de uma solugao concentrada e aplicado subcutaneamente no dorso de
todos os animais.

As doses de 1,0 mg/Kg e 3,0 mg/Kg foram determinadas baseadas na
DL50 e em experimentos anteriores em nosso laboratério e correspondem
respectivamente aquelas que causam envenenamentos leves e moderados,
sem levar a morte das maes. Os dias de injecdo sdo os mesmos em que
estudos anteriores, também de nosso laboratério, procuravam verificar

alteragdes morfoldgicas nos filhotes.
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3.3.3. Avaliacao da intoxicagao materna

As fémeas prenhes foram avaliadas quanto ao ganho de peso nos
dias 0, 5, 10, 16 e 21 da gestagdo. As fémeas destinadas as analises
bioquimicas e hematoldgicas foram pesadas na mesma frequiéncia até o dia

em que foram sacrificadas para os experimentos.

3.3.4. Padronizagao da ninhada e avaliagdao do desenvolvimento fisico e

neurocomportamental pés-natal

Ratas receberam injecdo de 1,0 mg/Kg do veneno do escorpido
Tityus serrulatus no 10° ou 16° dias de gestagdo. As ninhadas foram
padronizadas no dia 2 do nascimento. Sempre que possivel foram utilizados
8 filhotes distribuidos na mesma propor¢cao entre machos e fémeas. Em
alguns casos, os filhotes foram escolhidos independentemente do sexo até
que se completasse 8 filhotes. Algumas ninhadas apresentaram numero
menor ou igual a 8 filhotes, sendo assim, todos foram utilizados.

Para manuseio dos filhotes alguns cuidados foram tomados. As méos
do pesquisador foram lavadas em agua corrente e esfregadas na ragéo e na
maravalha, a fim de evitar qualquer odor diferente que estressasse o animal.
Os animais foram marcados delicadamente a fim de evitar qualquer trauma.
Avaliagbes fisicas e reflexologicas foram realizadas segundo Alder e
Zbinden (1997 modificado).

3.3.4.1 Desenvolvimento fisico

Cada filhote foi observado diariamente e individualmente no mesmo

horario até que apresentassem a ocorréncia dos parametros fisicos:

desdobramento de orelhas, erupgéo do dentes incisivos, abertura dos olhos,
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abertura do orificio do ouvido, descida dos testiculos e abertura do canal
vaginal.
A pesagem dos filhotes ocorreu a cada seis dias, iniciando-se no

segundo dia de vida e terminando no vigésimo dia de vida.

3.3.4.2. Desenvolvimento reflexolégico.

Os dias dos testes descritos a seguir foram pré-determinados em
outros experimentos.
a) Preenséo palmar: O animal foi contido por uma das maos do pesquisador,
com o cuidado de néao tocar sua pata esquerda dianteira. Com a ponta de
um lapis esta pata foi tocada. Ela deveria se fechar no contato fisico com o
lapis. Este foi o critério para se considerar que houve ocorréncia do reflexo.
O teste foi realizado nos dias 4, 6 e 8 de vida.
b) Reflexo postural: O animal foi colocado em posicdo de decubito dorsal e
foi medido o tempo que 0 mesmo levou para virar o corpo e ficar na posi¢cao
de decubito ventral. O animal deveria ficar com as quatro patas na
superficie. O teste foi realizado nos dias 4, 6, 8 e 10 de vida.
c¢) Geotaxia negativa: O animal foi colocado em uma rampa de
aproximadamente 45 graus de inclinagdo a 5 cm da borda inferior desta
superficie, com a cabeca direcionada para baixo. O resultado esperado para
este teste € que o animal volte para a posi¢ao oposta, ou seja, com a
cabeca voltada para cima. O teste foi realizado nos dias 6, 8,10 e 12 de vida.
d) Caixa de atividade: Este aparelho contém dois grupos de sensores que
medem a atividade geral e a atividade locomotora do animal. Os filhotes
foram colocados nesta caixa individualmente e observados durante cinco
minutos. Apds a retirada de cada animal, a caixa foi limpa com solugao
alcool-agua a 5% para evitar interferéncias com odor do animal anterior. O

teste foi realizado nos dias 10, 14, 18 e 22 de vida.
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3.3.5. Laparotomia e Avaliagcao do Desempenho Reprodutivo Materno

No vigésimo primeiro dia de gestacdo, as ratas designadas para
analise do desempenho reprodutivo foram submetidas a laparotomia. Para
isso, os animais foram profundamente anestesiados em camara com didxido
de carbono, os cornos uterinos foram expostos e os filhotes retirados junto
com suas placentas. Ambos foram contados e pesados. Os filhotes foram
analisados externamente quanto sua aparéncia geral, sexo e vitalidade.

No utero foi verificada a presenca de reabsorcbes e pontos de
implantacéo.

Os corpos luteos presentes em cada ovario foram contados para
avaliacdo da quantidade de 6vulos eliminados.

Para cada mae foi realizado o calculo individual materno que avaliou
as perdas pré - implantagdo e pos - implantagdo através das seguintes

proporgoes:

PERDAS PRE-IMPLANTACAO= n° de cérpos luteos - n° de implantacdes

n° de corpos luteos

PERDAS POS-IMPLANTACAO= n° de implantagdes - n°de fetos vivos

n° de implantagdes

3.3.6. Preparacao dos filhotes

Apés o procedimento descrito anteriormente os filhotes retirados
foram sacrificados por inalagédo de gas carbdnico. Cada ninhada foi dividida
aleatoriamente em trés grupos distintos, para analise de possiveis
malformagdes esqueléticas ou malformagdes viscerais e para analise

histolégica de alguns 6rgéos.
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3. 3. 6.1. Diafanizagéo e Analise Esquelética

Para preparacao dos filhotes foi utilizado um procedimento proposto
por Staples et al. (1964). Baseado neste método, os corpos dos filhotes
foram colocados em acetona e apds 24 horas eviscerados. Os rins, o figado,
os pulmdes e o coracado foram pesados. A acetona foi substituida por uma
solucdo de KOH a 0,8% misturada a solugéo saturada de alizarina. Esta
mistura de solugdes foi trocada quatro vezes com intervalo minimo entre
trocas de 24 horas. Ao término das quatro trocas, a solug¢ao foi substituida
pela solugdo clareadora. A partir dai, foram realizadas as analises baseadas
na contagem dos pontos de ossificagao proposta por Aliverti et al. (1979), a
qual determina o grau de desenvolvimento fetal e no roteiro proposto por
Taylor (1986) para observagdo de parametros como anomalias e/ou
malformagdes nos ossos cranianos (frontal, parietal, interparietal e occiptal),
esterno, vértebras (cervicais, toracicas, lombares, sacrais e caudais),
costelas, bacia, clavicula e extremidades (metacarpos, metatarsos e
falanges).

Segundo Bernardi (1999) o termo malformagao significa ndo sé
formacdo anormal de tecidos, ele remete também anormalidades
bioquimicas. Logo, neste estudo preferimos chamar as alteragbes
encontradas de anomalias, visto que ndo realizamos métodos

complementares que provem outras alteracées.

3. 3. 6. 2. Fixagéo e Analise Visceral

Os corpos dos filhotes foram colocados em solugdo de Bouin para
fixagdo das estruturas viscerais e decalcificagao dos ossos. Apos quatro dias
essa solucao foi substituida por alcool 80% sendo trocada novamente por
alcool 90% apods dois dias. A analise das visceras foi realizada conforme
método proposto por Wilson (1965) que consiste em fixar os corpos e
secciona-los transversalvente com laminas afiadas, em fatias de

aproximadamente 1,0 mm cada, de maneira que seja possivel a visualizagéo
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das seguintes estruturas quanto a possiveis malformagdes e/ou anomalias
viscerais: palato, ouvido interno, medula, cavidade nasal, septo nasal, retina,
cérnea, cristalino, hemisfério cerebral, ventriculos (cérebro), glandula salivar,
tiredide, esbéfago, traquéia, timo, coragado, figado, rins, bexiga, ureter e

gbnadas.

3.3.6.3. Histologia

Parte dos filhotes dos grupos que receberam veneno e salina no
quinto e no décimo dia de gestagcao foram sacrificados e juntamente com
suas placentas foram colocados em uma solugdo de formaldeido a 10%.
Estes animais foram eviscerados, seus orgaos (pulmao, figado, rins e
coragao) e suas placentas foram emblocados em resina Paraplast®.

Devidamente identificados, os orgaos foram encaminhados para o
Laboratério de Histologia, do Departamento de Patologia Experimental da
Universidade de Sao Paulo, para confeccdo das laminas para analise dos
tecidos. Para isso, foram feitos cortes sequenciais, transversais e
longitudinais conforme o fragmento, de qualquer parte representativa da
amostra, com aproximadamente 5u cada. As laminas foram coradas pela

técnica de H.E. (hematoxilina —eosina).

3.3.7. Coleta e armazenamento de material biolégico materno

As ratas foram expostas a dose do veneno do escorpido Tityus
serrulatus no 5° ou 10° dias de gestagdo. Uma hora apos a administragao do
veneno, 0os animais foram submetidos a puncao cardiaca para retirada de
sangue. A pung¢ao cardiaca foi realizada com o animal anestesiado,
introduzindo—se uma agulha acoplada a uma seringa de 10 ml (BD®) na
altura do coragéo. Logo apds a coleta, o material foi transferido para dois
tubos: um tubo contendo EDTA (Vacum®) que foi armazenado a 4°C até a

sua analise e outro tubo seco (Vacum®), que foi centrifugado a 2465g por 7



36

minutos para separagao do soro. O soro foi armazenado a —80° C até a

analise.

3.3.8. Avaliagao dos parametros bioquimicos materno

Foram avaliados através do sistema automatizado Cobas Mira S ® os
seguintes parametros: amilase (método enzimatico), transaminase glutamico
oxaloacética (método cinético), transaminase glutamico pirdvica (método

cinético) e glicemia (método glicose oxidase).

3.3.9. Avaliagao dos parametros hematolégicos maternos

Alguns parametros do hemograma (contagem global de células
vermelhas e leucdcitos, hematdcrito, plaquetas e dosagem de hemoglobina)
foram analizados através do sistema automatizado Serono Diagnostics 9020
AX. Devido a falta de acuracia do analisador automatico utilizado, dois
parametros (contagem diferencial de células brancas e citomorfologia de
glébulos vermelhos) foram feitos através do método manual.

Para a contagem diferencial de globulos brancos, foram
confeccionadas laminas de esfregago sanguineo da seguinte maneira: o
sangue foi homogeneizado e uma gota do material foi colocada sobre uma
das extremidades da lamina. Com uma lamina auxiliar colocada a um angulo
aproximado de 45° sobre a gota de sangue, foi realizado um movimento
retilineo e preciso espalhando o sangue pela lamina. Apdés a secagem
procedeu-se a coloragdo com Pandtico Rapido LB® (Laborclin®). A leitura
foi feita do meio do esfregago para a cauda com movimentos abrangendo
toda a lamina, em microscopio 6ptico com aumento de 100 vezes. Foram
contadas 100 células brancas.

Para avaliacédo da citomorfologia de glébulos vermelhos, a mesma
ldamina confeccionada para a contagem diferencial de glébulos brancos foi

utilizada para observagéo da coloragdo e morfologia das células vermelhas.
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A leitura abrangeu a parte final do esfregaco, onde as células encontravam-
se bem distribuidas e foi realizada em microscépio 6ptico com aumento de

100 vezes.

3.4. Delineamento experimental

3.4.1. Experimento 1 - Efeitos de 1,0 mg/Kg da injegdo do veneno bruto do

escorpido Tityus serrulatus sobre parametros do desenvolvimento fisico e

comportamental da prole de ratas tratadas no 10° dia de prenhez.

Apods a confirmagao de prenhez conforme procedimento descrito no
item 3.3.1, as fémeas foram distribuidas conforme descritos no item 3.3.2.
Os animais deste experimento receberam injecédo de 1,0 mg/Kg de veneno
no 10° dia de gestagado e de 1,0 ml/Kg de solugdo salina no 16° dia de
gestacdo. Os animais do grupo controle receberam 1ml/Kg de solugao salina
no 10° e no 16° dia de gestacéo.

Foi realizada analise da intoxicacdo materna conforme descrito no
item 3.3.3.

As maes foram mantidas individualmente em suas caixas até o
nascimento dos filhotes, quando foi feita a padronizagdo, conforme item
3.3.4., e analise completa dos parametros fisicos e neurocomportamentais
dos filhotes descritos no item 3.3.4.1. e 3.3.4.2.

3.4.2. Experimento 2 - Efeitos de 1,0 mg/Kg da inje¢do do veneno bruto do

escorpido Tityus serrulatus sobre parametros do desenvolvimento fisico e

comportamental da prole de ratas no 16° dia de prenhez.

Apds a confirmacédo de prenhez conforme procedimento descrito no
item 3.3.1, as fémeas foram distribuidas conforme descritos no item 3.3.2.
Os animais deste experimento receberam injecdo de 1ml/Kg de solugéo

salina no 10° dia de gestacao e de 1,0 mg/Kg de veneno bruto no 16° dia de
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gestacdo. Os animais do grupo controle receberam 1ml/Kg de solugéo salina
no 10° e no 16° dia de gestacéo.

Foi realizada analise da intoxicagcdo materna conforme descrito no
item 3.3.3.

As mées foram mantidas individualmente em suas caixas até o
nascimento dos filhotes, quando foi feita a padronizacdo, conforme item
3.3.4., e analise completa dos parametros fisicos (item 3.3.4.1) e

neurocomportamentais (item 3.3.4.2).

3.4.3. Experimento 3 — Avaliagcdo do desempenho reprodutivo materno e da

incidéncia de malformagdes e anomalias na prole apos a injegdo do veneno

bruto do escorpiéo Tityus serrulatus no 5° dia de prenhez.

Apods a confirmagao de prenhez conforme procedimento descrito no
item 3.3.1, as fémeas foram distribuidas conforme descritos no item 3.3.2.
Os animais deste experimento receberam injecdo subcuténea (3,0 mg/Kg)
de veneno bruto no 5° dia de gestagdo e solugdo salina no 10° dia
gestacional. Os animais do grupo controle receberam solugao salina no 5° e
10° dia gestacional.

Foi realizada analise da intoxicacdo materna conforme descrito no
item 3.3.3.

As maes foram mantidas individualmente em suas caixas evitando-se
ao maximo situagdes estressantes. No vigésimo primeiro dia gestacional foi
realizada a laparotomia conforme item 3.3.5. e a ninhada foi dividida
aleatoriamente: uma parte foi submetida a analise visceral conforme item
3.3.6.2., outra parte a analise esquelética conforme item 3.3.6.1 e o restante

dos filhotes a analise histologica (item 3.3.6.3).
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3.4.4. Experimento 4 — Avaliacdo do desempenho reprodutivo materno e da
incidéncia de malformagdes e anomalias na prole apés a injegdo do veneno

bruto do escorpido Tityus serrulatus no 10° dia de prenhez.

Apds a confirmacdo de prenhez conforme procedimento descrito no
item 3.3.1, as fémeas foram distribuidas conforme descritos no item 3.3.2.
Os animais deste experimento receberam injecdo subcutanea (3,0 mg/Kg)
de solucdo salina no 5° dia e veneno bruto no 10° dia de gestagdo. Os
animais do grupo controle receberam solugado salina no 5° e no 10° dia
gestacional.

Foi realizada analise da intoxicacdo materna conforme descrito no
item 3.3.3.

As maes foram mantidas individualmente em suas caixas evitando-se
ao maximo situacdes estressantes. No vigésimo primeiro dia gestacional foi
realizada a laparotomia conforme item 3.3.5 e a ninhada foi dividida
aleatoriamente: uma parte foi submetida a analise visceral conforme item
3.3.6.2., outra parte a analise esquelética conforme item 3.3.6.1 e o restante

dos filhotes a analise histolégica (item 3.3.6.3).

3.4.5. Experimento 5 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus
serrulatus (3,0 mg/ kg) sobre parédmetros bioquimicos maternos no 5° dia de

prenhez.

Apds a confirmagao de prenhez conforme procedimento descrito no
item 3.3.1, as fémeas foram distribuidas conforme descritos no item 3.3.2.
Os animais deste experimento receberam injecdo subcutanea (3,0 mg/Kg)
de veneno bruto no 5° dia de gestagcdo e os animais do grupo controle
receberam solugao salina no mesmo dia.

Foi feita a analise da intoxicacdo materna conforme descrito no item
3.3.3.

As maes foram mantidas individualmente em suas caixas por uma

hora. Logo depois foram coletadas as amostras conforme descrito no item
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3.3.7 e foi realizada a avaliagado dos parametros bioquimicos conforme item
3.3.8.

3.4.6. Experimento 6 - Efeitos do veneno bruto do escorpido ITityus
serrulatus (3,0 mg/ kg) sobre parédmetros bioquimicos maternos no 10° dia

de prenhez.

Apds a confirmacédo de prenhez conforme procedimento descrito no
item 3.3.1, as fémeas foram distribuidas conforme descritos no item 3.3.2.
Os animais deste experimento receberam injecdo subcutanea (3,0 mg/Kg)
de veneno bruto no 10° dia de gestagado e os animais do grupo controle
receberam solugao salina no mesmo dia.

Foi feita a analise da intoxicacdo materna conforme descrito no item
3.3.3.

As maes foram mantidas individualmente em suas caixas por uma
hora. Logo depois foram coletadas as amostras conforme descrito no item
3.3.7, foi realizada a avaliagdo dos parametros bioquimicos conforme item
3.3.8.

3.4.7. Experimento 7 - Efeitos do veneno bruto do escorpido ITityus
serrulatus (3,0 mg/Kg) sobre parametros hematolégicos maternos no 5° dia

de prenhez.

Dos mesmos animais do experimento cinco foram coletadas amostras
sanguineas conforme descrito no item 3.3.7 e procedeu-se a avaliagdo dos

parametros hematoldgicos conforme descrito no item 3.3.9.
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3.4.8. Experimento 8 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus
serrulatus (3,0 mg/Kg) sobre pardmetros hematolégicos maternos no 10° dia

de prenhez.

Dos mesmos animais do experimento seis foram coletadas amostras
sanguineas conforme descrito no item 3.3.7 e procedeu-se a avaliagdo dos

parametros hematoldgicos conforme descrito no item 3.3.9.

3.5. Analise Estatistica

Os dados provenientes da avaliagao comportamental e fisica da prole
foram analisados utilizando-se primeiramente o teste de Bartlet para
determinacdo da distribuicdo paramétrica ou ndo parameétrica. Apos esta
analise, para os dados com distribuicdo paramétrica foi utilizado o teste
ANOVA seguido do teste de Tukey Kramer e para os dados com distribuigdo
nao paramétrica foi utilizado o teste de Kruskal Wallis seguido de teste U de
Mann- Whitney.

O teste escolhido para a analise de malformag¢des e anomalias em
filhotes foi o teste de Fischer.

O intervalo de confianga aceitavel para todos os testes foi de 5%.
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4. Resultados

Efeitos do veneno do escorpiao Tityus serrulatus sobre parametros do

desenvolvimento fisico e comportamental da prole de ratas tratadas

com 1,0 mg/Kg em diferentes periodos gestacionais.

4.1. Experimento 1 - Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
serrulatus sobre parametros do desenvolvimento fisico e comportamental da

prole de ratas tratadas no 10° dia de prenhez.

Os resultados mostrados na figura 1 indicam que as variagdes de
peso materno entre os dias 0 e 5, 5 e 10 e 10 e 16 da gestagao nao foram
significantes [F(2,29)= 0,653; 0,637; 0,027; p>0,05]. Entretanto, observa-se
que houve um aumento significativo na variagcdo de peso materno entre o
16° e 21° dia gestacional [F(2,29)= 4,052; p<0,05].

Em relagdo ao desenvolvimento fisico pds-natal da prole de maes que
receberam veneno no 10° dia gestacional, observou-se que o
desdobramento de orelhas [H= 6,597; p> 0,05], a abertura de ouvidos
[H=8,602; p> 0,05], a erupgcdo dos dentes incisivos [H=3,240; p> 0,05],
abertura de olhos [H= 11,729; p> 0,05], abertura do canal vaginal [H= 0,805;
p> 0,05] e descida dos testiculos [H= 1,332; p> 0,05] ocorreram
normalmente, sem alteragdo em relagdo ao grupo controle (tabela 1).
Entretanto, nas figuras 2 e 3 respectivamente, observamos um aumento de
peso de filhotes tanto fémeas [F(2,101)=11,793; p<0,05] como machos
[F(2,106)=10,666; p<0,05] no 20° dia de vida. Nos demais dias ndo foram
notadas alteracdes significativas para fémeas [F(2,105)= 0,010; F(2,101)=
0,162; F(2,102)= 0,371] nem para machos [F(2,117)= 0,231; F(2,116)=
0,181; F(2,108)= 0,630; p<0,05].

Quanto ao desenvolvimento comportamental dos filhotes, observou-
se um aumento do tempo do reflexo de preenséo palmar testado no 6° dia
de vida (tabela 2) [F(2,203)=6, 319, p> 0,05]. Nos demais dias de

observacdo deste reflexo ndo foram encontradas alteragdes [F(2,224)=
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1,141; F(2,139)=6,427 p< 0,05]. O reflexo postural representado na tabela 3
[F(2,224)=4,984; F(2,225)=8,445; F(2,224)=1,248; F(2,222)= 0,144; p> 0,05]
e o reflexo de geotaxia negativa representado na tabela 4 [F(2,150)=5,190;
F(2,217)=13,634; F(2,220)=14,107; F(2,216)= 1,021; p> 0,05] nao sofreram
alteragdes. Muitos filhotes observados no 6° dia de vida ndo apresentavam o
reflexo de geotaxia negativa, fato nao significante, pois ocorreu tanto em
animais controle quanto experimentais.

A atividade geral (figura 4) [F(2,221)= 3,782; F(2,213)=2,497;
F(2,211)=0,433; F(2,210)=9,357; p> 0,05] e a atividade locomotora (figura 5)
[F(2,221)=2,345; F(2,213)=1,235; F(2,211)=0,359; F(2,210)=11,196; p> 0,05]

registrada pela caixa de atividade também nao foram alteradas.

4.2. Experimento 2 - Efeitos da inje¢do do veneno bruto do escorpido Tityus
serrulatus sobre parametros do desenvolvimento fisico e comportamental

da prole de ratas tratadas no 16°dia de prenhez.

Os resultados obtidos estdo descritos na figura 1 e indicam que a
variagdo de peso materno nao foi significativa em nenhum dos periodos
analisados [F(2,29)= 0,653; 0,637; 0,027; 4,052; p> 0,05].

Os parametros fisicos dos filhotes foram observados em diferentes
dias que estdo descritos no delineamento experimental. Verificou-se que
houve um adiantamento no desdobramento de orelhas (tabela 1) [H= 6,597;
p< 0,05], e um retardo na abertura do orificio do ouvido (tabela 1) [H=8,602;
p< 0,05]. Nas figuras 2 e 3 respectivamente, observamos um aumento de
peso de filhotes tanto fémeas [F(2,101)=11,793 p<0,05] como machos
[F(2,106)=10,666; p< 0,05] no 20° dia de vida. Nos demais dias observados
nao foram notadas alteragdes significativas para fémeas [F(2,105)= 0,010;
F(2,101)= 0,162; F(2,102)= 0,371; p> 0,05] nem para machos [F(2,117)=
0,231; F(2,116)= 0,181; F(2,108)= 0,630; p> 0,05].

Os outros parametros como abertura de olhos [H=11,729; p> 0,05],

erupgao dos dentes incisivos [H=3,240; p> 0,05], abertura do canal vaginal
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[H= 0,805; p> 0,05] e descida dos testiculos [H= 1,332; p> 0,05] ndo foram
significativamente alterados (tabela 1).

Em relagdo ao desenvolvimento comportamental dos filhotes,
observou-se uma diminuicdo do tempo do reflexo postural testado no 6 ° dia
de vida (tabela 3) [F(2,225)=8,445; p> 0,05] e uma diminui¢do do tempo do
reflexo de geotaxia negativa observado nos dias 6 [F(2,150)=5,190; p< 0,05],
8 [F(2,217)=13,634; p< 0,05] e 10 de vida [F(2,220)=14,107; p< 0,05] (tabela
4). Muitos filhotes observados no 6° dia de vida ndo apresentavam este
reflexo, fato n&o significante, pois ocorreu tanto em animais controle quanto
experimentais. Ja para o reflexo de preensdo palmar testado no 8° dia
[F(2,139)= 6,427; p< 0,05] foi observado um aumento no tempo de
ocorréncia em relacdo ao controle (tabela 2). Nos demais dias de
observacéo deste reflexo ndo foram verificadas alteragdes [F(2,224)=4,984;
F(2,203)= 6,319; p>0,05]

A atividade geral (figura 4) [F(2,221)= 3,782; F(2,213)=2,497;
F(2,211)=0,433; F(2,210)=9,357; p> 0,05] e a atividade locomotora (figura 5)
[F(2,221)=2,345; F(2,213)=1,235; F(2,211)=0,359; F(2,210)=11,196; p> 0,05]

registrada pela caixa de atividade também nao foram alteradas.
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Figura 2- Variagdo em gramas do peso materno durante a gestacdo em fémeas
tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com 1,0 mg/Kg de veneno bruto do escorpido
Tityus serrulatus

- Os dados se referem a média + erro padrdo da média

- * Significativamente diferente do controle (p< 0,05)- Teste ANOVA seguido de
Teste de Tukey Kramer.

- n = numero de fémeas tratadas
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Tabela 1- Observagdo dos dias de ocorréncia dos eventos relacionados aos

paréametros fisicos da prole de méaes tratadas no 10° ou 16° dia gestacional com o

veneno bruto (1,0 mg/Kg) do escorpido Tityus serrulatus

Parametros
Fisicos

Controle

n

Veneno - 10° dia

n

Veneno - 16° dia

n

Desdobramento
de orelhas
(em dias)

Abertura do
orificio do ouvido
(em dias)

Erupcao dos
dentes incisivos
(em dias)

Abertura dos
olhos
(em dias)

Descida dos
testiculos
(em dias)

Abertura do
canal vaginal
(em dias)

41+01

6,0+0,1

9,6 +0,1

14,4 + 0,1

14,7 + 0,2

36,4+ 0,6

72

48

72

70

35

4,1+0,1

6,3+0,1

9,4+01

14,6 + 0,1

14,8 +0,4

35,2+0,3

76

54

76

74

38

37

3,9+0,1*

6,7 +0,1*

9,3+0,1

14,3+ 0,1

14,1+ 0,40

351+0,4

79

56

78

71

38

31

Os dados se referem a média * erro padrao da média

n= numero de filhotes observados

* Significativamente diferente do controle (p < 0,05)- Teste Kruskal Wallis seguido
de Teste U de Mann Whitney.
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Figura 3- Peso em gramas de filhotes fémeas provenientes de mées tratadas no
10° ou 16° dia gestacional com 1,0 mg/kg do veneno bruto do escorpiao Tityus
serrulatus.

- Os dados se referem a média + erro padrao da média

-* Significativamente diferente do controle (p< 0,05)- Teste ANOVA seguido de
Teste de Tukey Kramer

- n= numero de animais pesados
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Figura 4- Peso em gramas de filhotes machos provenientes de maes tratadas no 10°
ou 16° dia gestacional com 1,0 mg/Kg do veneno bruto do escorpiao Tityus serrulatus.
-Os dados se referem a média + erro padrao da média

-* Significativamente diferente do controle (p < 0,05)- Teste ANOVA seguido de Teste
de Tukey Kramer.

- n= numero de animais pesados
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Tabela 2- Tempo para ocorréncia (em segundos) do reflexo de preensdo

palmar da prole de méaes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com 1,0mg/Kg

de veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus.

Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao do (segundos) 10° dia 16°dia

reflexo (segundos) (segundos)
4° dia de vida 1,6+01 71 1,4+01 76 1,6 £0,1 80
6° dia de vida 28+04 62 66+£15" 74 25+0,2 70
8° dia de vida 20+0,2 49 21+0,1 45 3,5+05* 48

Os dados se referem a média * erro padrao da média

n= numero de filhotes observados

* Significativamente diferente do controle (p < 0,05)- Teste ANOVA seguido de

Teste de Tukey Kramer.

Tabela 3- Tempo de ocorréncia (em segundos) do reflexo postural da prole de

maées tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com 1,0 mg /Kg de veneno bruto

do escorpiao Tityus serrulatus.

Dias de Controle n Veneno n Veneno n
observagao do (segundos) 10° dia 16° dia
reflexo (segundos) (segundos)
4° dia de vida 1,4+13 72 12,8 £17 75 7,1+0,9 80
6° dia de vida 92+15 72 74+14 76 27+03* 80
8° dia de vida 28+06 72 25+0,3 76 1,9+0,2 79
10° dia de vida 15+02 72 1,4 +0,1 76 1,5+0,3 77

Os dados se referem a média + erro padrao da média

n= numero de filhotes observados

* Significativamente diferente do controle (p < 0,05)- Teste ANOVA seguido de

Teste de Tukey Kramer
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Tabela 4- Tempo de ocorréncia (em segundos) do reflexo de geotaxia
negativa da prole de méaes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com 1,0

mg /Kg de veneno bruto do escorpidao Tityus serrulatus .

Dias de Controle n Veneno n Veneno n

observagao do (segundos) 0 4 16° dia
10° dia
reflexo (segundos)
(segundos)

6° dia de vida 66,3+6,9 48 649+7,2 38 41,4+56* 67
8° dia de vida 40,3+35 72 453+44 7 222+17* 77
10°diadevida 226+17 71 22,8+1,2 76 142+1,00 76
12°diadevida 10,2+08 70 10,1+ 0,7 76 8,8+0,7 73

Os dados se referem a média + erro padrao da média

n= numero de filhotes observados

* Significativamente diferente do controle (p < 0,05)- Teste ANOVA seguido

de Teste de Tukey Kramer
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Figura 5- Registro da atividade geral na caixa de atividade (em unidades de
movimentagao) observado na prole de maes tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com

1,0 mg/Kg de veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus.

- Os dados se referem a média + erro padrdo da média. Teste ANOVA seguido de Teste

de Tukey Kramer. n= numero de animais observados
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Figura 6- Registro da atividade locomotora na caixa de atividade (em unidades de
movimentagéo) observado na prole de mées tratadas no 10° ou 16° dia de prenhez com

1,0mg/Kg de veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus.

- Os dados se referem a média + erro padrdo da média. Teste ANOVA seguido de Teste de
Tukey Kramer. n= numero de animais observados
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Efeitos do veneno do escorpiao Tityus serrulatus sobre o desempenho

reprodutivo e parametros sanguineos de ratas tratadas com 3,0 mg/Kg

em diferentes periodos gestacionais.

4.3. Experimento 3 — Avaliacdo do desempenho reprodutivo materno e da

incidéncia de malformagcbes e anomalias apos a injecdo de 3,0mg/Kg do

veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus no 5° dia de prenhez.

Os resultados mostrados na figura 6 indicam que a variagao de peso
materna nao foi significativa em nenhum dos periodos analisados [F(2,28)=
6,452; 2,586; 2,898; 0,055; p> 0,05].

O peso do utero [F(2,28)= 1,736; p> 0,05] (tabela 6) bem como o
numero de corpos luteos[H= 1,960; p >0,05], de reabsorgdes [H= 0,322; p
>0,05] e de implantes totais [H= 4,916; p> 0,05] ndo foram alterados em
maes que receberam veneno no 5° dia de prenhez (tabela 5).

As perdas pré-implantagdes [H= 2,756; p> 0,05] e pds-implantacéo
[H= 8,031; p> 0,05] também nao foram significativamente alteradas (tabela
5).

Nas tabelas 5 e 6 observa-se que o numero de filhotes vivos [F(2,28)=
1,736; p> 0,05], o numero de filhotes mortos [F(2,28)= 1,736; p> 0,05], os
seus pesos ao nascimento [F(2,326)= 0,508; p> 0,05] e o peso de suas
placentas [F(2,236)= 3,610; p> 0,05] ndo apresentaram altera¢des
significativas.

Em relagdo ao peso de o6rgaos de filhotes, houve um aumento no
peso do figado [F(2,103)= 17,516; p< 0,05]. Os demais 6rgaos analisados
como rins [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], coracado [F(2,100)= 0,855; p> 0,05] e
pulméo [F(2,102)= 2,723; p> 0,05] ndo apresentaram alteragdes (tabela 7).

Estes o6rgaos, juntamente com as placentas foram analisados
microscopicamente e ndo foram encontradas alteragdes nas suas principais
estruturas. Foram analisados 29 placentas, 20 corag¢des, 19 figados, 20

pulmdes e 16 rins.
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Quanto a avaliacdo da incidéncia de malformacdes e anomalias
externas reconheciveis ao nascimento, ndo foi observada nenhuma
alteragao nos grupos analisados (tabela 8).

Nos filhotes destinados a avaliagdo da incidéncia de malformacdes e
anomalias esqueléticas nado foi observado nenhum tipo de malformagao
O0ssea. Foram observadas costelas onduladas e a presenca da 142 costela
vestigial, no entanto, nenhum destes parametros apresentou significancia
em relagdo ao grupo controle (tabela 9).

Os resultados da avaliacdo de incidéncia de malformacbes e
anomalias viscerais (tabela 10) indicam que nao houve diferenga significante
entre os parametros observados, mas foi notada hemorragia cerebral mais
acentuada em filhotes cujas mées receberam veneno.

Na tabela 11 as analises dos numeros de centros de ossificacdo de
filhotes revelaram que nao houve diferenga significante em falange anterior
[F(2,102)= 1,609; p> 0,05], falange posterior [F(2,102)= 1,609; p> 0,05],
metacarpos [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], metatarsos [F(2,102)= 1,609; p>
0,05], estenébrios [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], vértebras cervicais [F(2,102)=
1,609; p> 0,05], vértebras toracicas[F(2,102)= 1,609; p> 0,05], vértebras
lombares [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], vértebras sacrais [F(2,102)= 1,609; p>
0,05], e vertebras caudais[F(2,102)= 1,609; p> 0,05].

4.4. Experimento 4 — Avaliagcdo do desempenho reprodutivo materno apos a

injegdo de 3,0 mg/Kg do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus no 10°

dia de prenhez.

Os resultados descritos na figura 6 indicam que nao houve variagcao
de peso materno de fémeas que receberam veneno no 10° dia gestacional
[F(2,28)= 6,452; 2,586; 2,898, 0,055; p> 0,05].

O peso do utero [F(2,28)= 1,736; p> 0,05] (tabela 6) bem como o
numero de corpos luteos [H= 1,960; p>0,05], de reabsorc¢des [H= 0,322; p>
0,05] e de implantes totais [H= 4,916; p> 0,05] ndo foram alterados em maes

que receberam veneno no 10° dia de prenhez (tabela 5).
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As perdas pré-implantagdes [H= 2,756; p>0,05] também nao
apresentaram alteracbes significativas, ao contrario das perdas pos-
implantagdes [H= 8,031; p> 0,05], que aumentaram nas maes deste grupo
(tabela 5).

Nas tabelas 5 e 6 pode-se observar que o numero de filhotes vivos
[F(2,28)= 1,736; p> 0,05], o numero de filhotes mortos [F(2,28)= 1,736; p>
0,05], os seus pesos ao nascimento [F(2,326)= 0,508; p> 0,05] e o peso de
suas placentas [F(2,236)= 3,610; p> 0,05] ndo foram significativamente
alterados.

Em relagdo ao peso de 6rgaos de filhotes, foi observado que houve
um aumento no peso do figado [F(2,103)= 17,516; p< 0,05] dos mesmos. Os
demais 6rgédos analisados como rins [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], coragéo
[F(2,100)= 0,855; p> 0,05] e pulmao [F(2,102)= 2,723; p> 0,05] néo
apresentaram alteragdes (tabela 7).

Estes o6rgaos, juntamente com as placentas, foram analisados
microscopicamente e nao foram observadas alteragdes significativas nas
suas principais estruturas. Foram analisados 28 placentas, 14 coracgdes, 18
figados, 19 pulmdes e 14 rins.

Quanto a avaliagao da incidéncia de malformagdes e anomalias
externas reconheciveis ao nascimento, elas ndo ocorreram em nenhum dos
grupos analisados (tabela 8).

Nos filhotes destinados a avaliagao da incidéncia de malformacoes e
anomalias esqueléticas nao foi observado nenhum tipo de malformacéao
0ssea, no entanto as anomalias esqueléticas foram comumente observadas
nos dois grupos. Contudo, uma destas anomalias, a ossificagdo craniana, foi
observada com frequéncia significativamente maior em filhotes de maes
tratadas (p<0,05). Os ossos parietais e/ou occipitais dos filhotes
apresentaram-se ligeiramente afundados. Esta observagdo ndo pode ser
feita logo apos o nascimento dos filhotes, somente foi notada apos a
coloragdo e preparo para a analise esquelética. Outras anomalias
observadas foram as costelas onduladas e a presengca da 142 costela

vestigial, no entanto, n&o diferiram do controle (tabela 9).



55

Os resultados da avaliacdo de incidéncia de malformacbes e
anomalias viscerais (tabela10) indicam que n&o houve alteragao significante
entre os parametros observados, mas apesar disso, notamos uma
hemorragia cerebral mais acentuada em filhotes cujas maes receberam
veneno.

llustradas na tabela 11 as analises dos numeros de centros de
ossificagao de filhotes revelaram que nao houve diferenca significante em
falange anterior [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], falange posterior [F(2,102)=
1,609; p> 0,05], metacarpos [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], metatarsos
[F(2,102)= 1,609; p> 0,05], estenébrios [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], vértebras
cervicais [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], vértebras toracicas[F(2,102)= 1,609; p>
0,05], vértebras lombares [F(2,102)= 1,609; p> 0,05], vértebras sacrais
[F(2,102)= 1,609; p> 0,05], e vértebras caudais[F(2,102)= 1,609; p> 0,05].
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0 ao 5° dia 5°ao 10° dia

10° ao 15° dia

15° ao 21° dia

Figura 7- Variagdo em gramas do peso materno de fémeas submetidas a avaliagdo

do desempenho reprodutivo que foram tratadas no 5° ou 10° dia de prenhez com

3,0mg /Kg de veneno bruto do escorpiao Tityus serrulatus

Os dados se referem a média + erro padrdo da média

* Significativamente diferente do controle (p < 0,05)- Teste ANOVA seguido de

Teste de Tukey Kramer

n= numero de fémeas
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Tabela 5- Analise dos parémetros do desempenho reprodutivo materno

apos injegdo de 3,0 mg/Kg do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

em diferentes periodos de gestagéo.

Parametros Controle Veneno Veneno
(n=11) 5° dia 10° dia
(n=10) (n=10)
Reabsorgbes 0,363 £ 0,203 0,200 £ 0,133 0,200 + 0,133
(numero absoluto)
Implantes 9,454 + 1,115 12,200 £ 0,757 11,200 + 0,940
(numero absoluto)
Corpos Luteos 12,272 £ 0,675 13,600+ 0,670 12,600+ 0,371
(numero absoluto)
Perdas Pré 0,257 £ 0,076 0,133 £ 0,035 0,154 + 0,069
implantacdes
(indice)
Perdas Pés 0,000+ 0,000 0,140 + 0,067 0,147 £ 0,058*
implantacdes
(indice)
Filhotes vivos 9,272 +1,088 11,700 £0,746 10,600 + 0,956
(numero absoluto)
Filhotes mortos 0,000 £ 0,000 1,400 £ 0,945 0,900 + 0,706

(numero absoluto)

Os dados se referem a média + erro padrao da meédia

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido

de teste de Tukey Kramer.
n = numero de fémeas tratadas.
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Tabela 6- Analise dos pesos de placentas, utero e filhotes e provenientes de
mées que receberam injegcdo de 3,0 mg/Kg do veneno bruto do escorpido

Tityus serrulatus em diferentes periodos de gestagéo.

Pesos Controle Veneno 5° dia Veneno 10°dia
(em gramas)

Peso do Utero 68,1+7,5 84,6 +4,6 77,7+6,3
Pesos Filhotes 54+0,3 51+0,1 52+0,4
Pesos Placentas 0,6 +£0,0 0,6 +0,0 0,6+0,0

Os dados se referem a média + erro padrao da média

* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido
de teste de Tukey Kramer.

O numero de total de filhotes observados foram respectivamente: 107 (grupo
controle), 120 (veneno 5° dia) e 106 (veneno 10° dia).

Tabela 7- Pesos de 6rgaos de filhotes provenientes de maes que receberam

infjecdo de 3,0mg/Kg do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus em

diferentes periodos de gestagéo.

Pesos de Controle n Veneno n Veneno n
oérgaos 5° dia 10°dia
(em gramas)
Figado 0,29+0,01 37 0,41+0,02* 32 0,40+0,01* 37
Pulmao 0,10+0,00 37 0,14+0,02 31 0,12+0,00 37
Coracao 0,04+0,01 34 0,03+0,00 32 0,03+0,00 37
Rins 0,04+0,00 37 0,04+0,00 32 0,04+0,00 36

Os dados se referem a média * erro padrao da média

Significativamente diferente do controle (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer.

n = numero de filhotes cujos 6rgaos foram analisados. Os rins foram
pesados aos pares.
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Tabela 8- Avaliagdo da incidéncia de malformacées e de anomalias

externas observadas nos filhotes de méaes que receberam veneno de

3,0mg/Kg no 5° ou 10° dia gestacional.

Parametros Controle Veneno -5°dia Veneno -10° dia
(n=10) (n=10) (n=10)

Malformacoes externas
Numero de fetos afetados 0/23 0/35 0/25
Numero de ninhadas 0/10 0/10 0/10
afetadas
Anomalias externas
Numero de fetos afetados 0/23 0/35 0/25
Numero de ninhadas 0/10 0/10 0/10
afetadas

n = numero de fémeas tratadas.

N&o houve diferenga significativa entre os grupos experimentais e controle

(p> 0,05).



60

Tabela 9- Avaliagdo da incidéncia de malformagbes ou anomalias
esqueléticas observadas nos filhotes de maes que receberam veneno de

3,0mg/Kg no 5° ou 10° dia gestacional.

Parametros Controle Veneno -5°dia Veneno -10°
(n=10) (n=10) dia
(n=10)

Malformacbes esqueléticas

Numero de fetos afetados 0/37 0/32 0/36
Numero de ninhadas 0/10 0/10 0/10
afetadas

Anomalias esqueléticas

Numero de fetos afetados 1/37 2/32 12/36 *
Nudmero de ninhadas 1/10 2/10 6/10
afetadas

Ossificagao craniana 0/37 2/32 12/36*
afetada

Costelas onduladas 1/37 2/32 0/36
Costelas fundidas 0/37 0/32 0/36
Vértebras divididas 0/37 0/32 0/36
142 costela vestigial 3/37 1/32 1/36

n = numero de fémeas tratadas.
* Significativamente diferente do grupo controle (p< 0,05) — Prova exata de
Fischer.
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Tabela 10- Avaliacdo da incidéncia de malformacbes e de anomalias
viscerais observadas nos filhotes de méaes que receberam veneno

(3,0mg/Kg) no 5° ou 10° dia gestacional.

Parametros Controle Veneno -5°dia Veneno -10°
(n=10) (n=10) dia
(n=10)

Malformacées viscerais

Numero de fetos afetados 0/23 0/35 0/25

Numero de ninhadas 0/10 0/10 0/10

afetadas

Anomalias viscerais

Numero de fetos afetados 3/23 5/35 4/25

Numero de ninhadas 2/10 4/10 3/10

afetadas

Hemorragia cerebral 3/23 4/35 4/25

Ectopia renal 0/23 0/35 0/25

Hipoplasia renal 0/23 0/35 0/25

Ouvido interno achatado 0/23 0/35 0/25

Diencéfalo poroso 0/23 0/35 0/25

n = numero de fémeas tratadas. Nao houve diferenga significativa entre os

grupos experimentais e controle (p> 0,05). Prova exata de Fischer

Tabela 11- Numero de centros de ossificagdo de filhotes de maes que

receberam veneno bruto (3,0mg/Kg) no 5° dia ou 10° dia de gestagéo.

Controle Veneno 5°dia  Veneno 10° dia
n= 37 n= 32 n= 36
Falange anterior 22+01 22+01 24+01
Falange posterior 2,0+0,1 2,0+0,1 1,9+0,1
Metacarpos 4,0+0,1 40+0,0 40+0,0
Metatarsos 40+0,1 3,9+0,1 40+0,0
Estenébrio 6,0+£0,0 6,0+£0,0 6,0+£0,0
Vértebras cervicais 7,0x£0,0 7,0+£0,0 7,0x£0,0
Vértebras toracicas 13,0+ 0,0 13,0+ 0,0 13,0+ 0,1
Vértebras lombares 6,0+£0,0 59+£0,0 6,0+£0,0
Vértebras sacrais 50+0,0 51+0,1 5,0+£0,0
Vértebras caudais 45+01 43+0,1 42+0,1

Teste ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer.
Os dados se referem a média + erro padrao da média
n = numero de animais analisados
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4.5. Experimento 5 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

(3,0mg/Kg) sobre parametros bioquimicos maternos no 5° dia de prenhez.

Os resultados mostrados na figura 7 indicam que n&o houve variagdo
significante no peso de maes em nenhum dos periodos analisados [F(3,44)=
0,311; p>0,05] A figura 8 indica que houve um aumento na glicemia
[F(5,59)= 23,734; p< 0,05] de fémeas que receberam veneno no 5° dia de
gestagcdo quando comparada com grupo controle e também com o grupo de
machos. Os dois grupos que receberam veneno também apresentaram
glicemia significativamente elevada em relagcdo ao grupo de fémeas néo
prenhes. As transaminases oxaloacética [F(5,59)= 0,324; p> 0,05] (figura 9)
e piravica [F(5,59)= 1,179; p> 0,05] (figura 10) ndo apresentaram altera¢des
em relacédo ao grupo de fémeas que nao recebeu veneno e nem em relagéo
ao grupo de machos.

A amilase (figura 11) de fémeas nao prenhes apresentou-se
significativamente maior em relagédo ao grupo de machos [F(5,59)= 3,016; p>
0,05].

4.6. Experimento 6 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

(3,0mg/Kg) sobre parametros bioquimicos maternos no 10° dia de prenhez.

Os resultados mostrados na figura 7 indicam que nao houve variagcao
significante no peso de maes em nenhum dos periodos analisados [F(3,44)=
0,311, F(1,22)= 1,620; p>0,05]. Pelos dados descritos na figura 8 podemos
observar que a glicemia das fémeas tratadas com veneno no 10° dia de
gestacao também apresentou um aumento significativo quando comparado
com o grupo controle e com o grupo de machos. Os dois grupos que
receberam veneno também apresentaram glicemia significativamente
elevada em relagdo ao grupo de fémeas nao prenhes [F(5,59)= 23,734; p<
0,05]. A transaminase glutdmico oxaloacética [F(5,59)= 0,324; p> 0,05]
(figura 9) e a transaminase glutdmico piravica [F(5,59)= 1,179; p> 0,05]
(figura 10) ndo foram alteradas significativamente em nenhum dos grupos

analisados.
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A amilase (figura 11) de fémeas nado prenhes apresentou-se
significativamente maior em relagado ao grupo de machos [F(5,59)= 3,016; p>
0,05].
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] Veneno-5° dia (n=12)
Controle-10° dia (n=13)
1 veneno- 10° dia (n=11)

0 ao 5° dia gestacional 5° ao 10° dia gestacional

Figura 8- Variagdo (em gramas) do peso materno durante a gestagao de

ratas submetidas as analises bioquimicas e hematolégicas que receberam

3,0mg /Kg de veneno do escorpiao Tityus serrulatus no 5° ou 10° dia

gestacional.

Os dados se referem a média + erro padrdo da média

* Significativamente diferente do controle (p < 0,05)- Teste ANOVA seguido

de Teste de Tukey Kramer

n= numero de fémeas
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Figura 9- Glicemia apos injecdo de 3,0 mg/Kg do veneno bruto do escorpido

Tityus serrulatus no 5° ou 10° dia gestacional.

Os dados se referem a média * erro padrao da média
* Significativamente diferente do grupo de fémeas prenhes que receberam
salina no 5° dia gestacional (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de
Tukey Kramer.

** Significativamente diferente do grupo de machos (p< 0,05) -Teste
ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer.

e Significativamente diferente do grupo de fémeas prenhes que receberam
salina no 10° dia gestacional (p< 0,05)-Teste ANOVA seguido de teste de
Tukey Kramer
e o Significativamente diferente do grupo de fémeas prenhes que receberam
veneno no 5° dia gestacional (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de
Tukey Kramer.

# Significativamente diferente do grupo de fémeas prenhes que receberam
veneno no 10° dia gestacional (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de

Tukey Kramer.
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Figura 10- Transaminase glutadmico oxaloacética apds inje¢do de 3,0mg /Kg do veneno bruto do
escorpido Tityus serrulatus no 5° ou 10° dia de gestagéo.
Os dados se referem a média + erro padrao da média. Teste ANOVA seguido de teste de Tukey

Kramer. n= nimero de animais tratados
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Figura 11- Transaminase glutamico piravica apos injegdo de 3,0mg /Kg do veneno bruto do
escorpido Tityus serrulatus no 5° ou 10° dia de gestagéo.
Os dados se referem a média + erro padrao da média. Teste ANOVA seguido de teste de Tukey

Kramer.n= nimero de animais tratados
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Figura 12- Amilase apés injecao de 3,0mg /Kg do veneno bruto do

escorpido Tityus serrulatus no 5° ou 10° dia de gestacéo.
** Significativamente diferente do grupo de machos (p< 0,05) -Teste ANOVA
seguido de teste de Tukey Kramer.

n= nUmero de animais tratados
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4.7. Experimento 7 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

(3,0mg/Kg) sobre parametros hematolégicos maternos no 5° dia de prenhez.

Na figura 7, a variagdo no peso de maes que receberam veneno nao
apresentou significancia em relagao ao grupo que recebeu salina no mesmo
dia de gestacao [F(3,44)=0, 311; p>0,05]

Os resultados ilustrados na figura 12 indicam que em relagdo ao
grupo de machos, ocorreu aumento significativo na contagem global de
hemacias do grupo de fémeas prenhes que recebeu salina no 5° dia
gestacional e do grupo de fémeas nao prenhes [F(5,59)= 4,462; p<0,05].

O hematadcrito de machos (figura 13) apresentou valor maior do que o
dos grupos de fémeas que recebeu salina no 5° dia gestacional [F(5,59)=
5,143 p< 0,05].

A dosagem de hemoglobina (figura 14) do grupo de fémeas prenhes
que recebeu salina ou veneno no 5° dia gestacional apresentou-se diminuida
em relagdo aos grupos de machos [F(5,59)= 5,759; p< 0,05].

Os indices hematimétricos VCM (volume corpuscular médio) [F(5,59)=
1,345; p>0,05], HCM (hemoglobina corpuscular média) [F(5,59)= 1,605;
p>0,05], CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média) [F(5,59)=
1,557; p>0,05] ndo apresentaram alteragdes significativas (figuras 15, 16 e
17 respectivamente).

Conforme descrito na figura 18, a contagem global de plaquetas
[F(5,59)= 3,434; p<0,05] apresentou-se aumentada no grupo de fémeas
prenhes que recebeu salina no 5° dia gestacional quando comparadas ao
grupo de fémeas nao prenhes e de machos.

Quando comparado ao grupo de machos, a contagem global de
leucdcitos [F(5,54)= 5,350; p<0,05] revelou-se diminuida no grupo de
fémeas prenhes que receberam veneno ou salina no 5° dia gestacional e no
grupo de fémeas nao prenhes (figura 19).

A contagem diferencial de leucécitos para linfocitos [F(5,60)= 0,581;
p>0,05], neutrdéfilos [F(5,60)= 5,503; p>0,05] e para mondcitos [F(5,38)=
0,117; p>0,05] ndo mostrou alteragbes em nenhum dos grupos analisados

(figuras 20, 21 e 22 respectivamente).
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4.8. Experimento 8 - Efeitos do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus

(3,0mg/Kg) sobre pardmetros hematolégicos maternos no 10° dia de

prenhez.

Na figura 7, a variagao no peso de maes que receberam veneno nao
apresentou significancia em relagdo ao grupo que recebeu salina no mesmo
dia de gestacgao [F(3,44)= 0, 311, F(1,22)= 1,620; p>0,05].

Os resultados mostrados na figura 12 indicam que em relagédo ao
grupo de machos, ocorreram alteragdes significativas na contagem global de
hemacias do grupo de fémeas ndo prenhes e de fémeas prenhes que
receberam veneno ou salina no 10° dia gestacional [F(5,59)= 4,462; p<0,05].

O hematdcrito de machos (figura 13) apresentou valor maior que do
grupo de fémeas que recebeu salina no 10° dia gestacional [F(5,59)= 5,143;
p<0,05].

A dosagem de hemoglobina (figura 14) do grupo de machos
apresentou-se aumentada em relagdo aos grupos de fémeas prenhes que
recebeu salina ou veneno no 10° dia gestacional. Foi observado também
que o grupo de fémeas ndo prenhes apresentou alteragdo significativa em
relagdo ao grupo de fémeas prenhes que recebeu salina no 10° dia
gestacional [F(5,59)= 5,759; p<0,05].

Os indices hematimétricos VCM (volume corpuscular médio) [F(5,59)=
1,345; p>0,05], HCM (hemoglobina corpuscular média) [F(5,59)= 1,605;
p>0,05], CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média) [F(5,59)=
1,557; p>0,05] ndo apresentaram alteragdes significativas (figuras 15, 16 e
17 respectivamente).

Conforme descrito na figura 18, a contagem global de plaquetas
apresentou-se normal [F(5,59)= 3,434; p>0,05] em todos os grupos deste
experimento.

A contagem global de leucécitos [F(5,54)= 5,350; p<0,05] revelou-se
valor maior no grupo de machos quando comparado aos grupos de fémeas
prenhes que receberam veneno ou salina no 10° dia gestacional e ao grupo

de fémeas nao prenhes (figura 19).
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A contagem diferencial de leucdcitos para linfocitos [F(5,60)= 0,581;
p>0,05], neutréfilos [F(5,60)= 5,503; p>0,05] e para mondcitos [F(5,38)=
0,117; p>0,05] e néo revelou alteragcbes em nenhum dos grupos analisados

(figuras 20, 21 e 22 respectivamente).
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Figura 13- Contagem de gldbulos vermelhos apds a injegdo de 3,0mg /Kg do
veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus no 5° ou no 10° dia de gestagéo.
-** Significativamente diferente do grupo de machos (p< 0,05) -Teste ANOVA
seguido de teste de Tukey Kramer.

- = numero de animais tratados
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Figura 14- Valor do hematocrito apos a injegdo de 3,0mg /Kg do veneno bruto do escorpido
Tityus serrulatus no 5° ou no 10° dia de gestagao.

-** Significativamente diferente do grupo de machos (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer.
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Figura 15- Dosagem de hemoglobina apés a injegdo de 3,0mg /Kg do veneno bruto do
escorpido Tityus serrulatus no 5° ou no 10° dia de gestagéo.

-** Significativamente diferente do grupo de machos (p< 0,05) -Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer. *Significativamente diferente do grupo de fémeas nao prenhes (p<
0,05) -Teste ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer.

- N= numero de animais tratados
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Figura 16 — Volume corpuscular médio (V.C.M.) apés inje¢ao de 3,0mg /Kg do veneno
bruto do escorpiao Tityus serrulatus no 5° ou no 10° dia de gestagéo.

- Teste ANOVA seguido de Tukey Kramer
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Figura 17 — Hemoglobina corpuscular média (H.C.M.) apés injegdo de 3,0mg /Kg do
veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus no 5° ou no 10° dia de gestagéo.

- Teste ANOVA seguido de Tukey Kramer

- n=numero de animais tratados
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Figura 18- Concentragao de hemoglobina corpuscular média (C.H.C.M.)apds inje¢do de
3,0mg /Kg do veneno bruto do escorpiao Tityus serrulatus no 5° ou no 10° dia de
gestacéo.

- Teste ANOVA seguido de Tukey Kramer
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Figura 19 — Contagem global de plaquetas apos injegdo de 3,0mg /Kg do veneno
bruto do escorpiado Tityus serrulatus no 5° ou 10° dia de gestacgéo.

-** Significativamente diferente do grupo de machos (p< 0,05) -Teste ANOVA
seguido de teste de Tukey Kramer.

-*Significativamente diferente do grupo de fémeas nao prenhes (p< 0,05) -Teste
ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer.

- n= numero de animais tratados
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Figura 20 — Contagem global de leucécitos maternos apés injecdo de 3,0mg /Kg do
veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus no 5° e 10° dia de gestagéo.
-** Significativamente diferente do grupo de machos (p< 0,05) -Teste ANOVA
seguido de teste de Tukey Kramer.
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Figura 21— Contagem de linfécitos apds a inje¢do de 3,0mg /Kg do veneno bruto do
escorpido Tityus serrulatus no 5° ou 10° dia de gestagéo.
-Teste ANOVA seguido de Tukey Kramer
-n= numero de animais tratados
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Figura 22 — Contagem de neutrdfilos apés a injegao de 3,0mg /Kg do veneno bruto
do escorpido Tityus serrulatus no 5° ou 10° dia de gestagéo.

-Teste ANOVA seguido de Tukey Kramer
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Figura 23 — Contagem diferencial de mondcitos de maes apos a inje¢ao de 3,0mg /Kg
do veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus no 5° ou 10° dia de gestagéo.

-Teste ANOVA seguido de Tukey Kramer

-n= numero de animais tratados
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5- Discusséao

Os escorpides da familia Buthidae sdo aqueles de maior interesse
medico, pois possuem espécies produtoras de venenos ativos sobre o
homem. Os escorpides Tityus serrulatus e Tityus bahiensis pertencentes a
esta familia s&o responsaveis pela grande maioria dos acidentes no Brasil.

Conforme pode ser observado nas estatisticas, os casos de
envenenamento escorpidnico vem crescendo devido a facilidade com que
este animal se adapta e difunde em ambientes totalmente urbanizados.

Como ja comentado, apesar da grande importancia, poucos estudos a
respeito de venenos de escorpides brasileiros causando alteragdes
maternas e na prole foram realizados. Em relagdo a acidentes em outras
partes do mundo, existem algumas citagdes mostrando que os venenos dos
escorpides Leiurus quinquestriatus e Buthus minax tem capacidade de
induzir o aborto em mulheres gravidas (Osman et al., 1972; Ismail et al.,
1973, 1974). Outra espécie de escorpidao, o Androctonus amoreuxi tem
veneno que provoca defeitos esqueléticos e reabsor¢cdo fetal quando
injetado em altas doses e em dias consecutivos na gestacdo de ratas.
(Ismail et al., 1983).

Esses raros estudos mostram apenas alteragdes no feto e ndo no
desenvolvimento pods-natal dos mesmos. Portanto é evidente a grande
importancia de trabalhos nesta area.

Em estudos dos efeitos perinatais de drogas, a dose a ser empregada
nao deve produzir graves efeitos toxicos na mae, pois o emprego de doses
que levam ao aparecimento de sintomas acentuados de intoxicacdo nao
permite concluir se as possiveis alteragcdes apresentadas pelos conceptos
seriam devidas a agao embriotoxica da substidncia em estudo ou as
alteragdes na homeostase materna (Lemodnica, 1996).

As doses deste trabalho foram assim escolhidas porque em estudos
anteriores (Cruttenden, 2003) foram utilizadas doses de 0,3 mg/Kg e 1,0
mg/Kg e foram observadas poucas alteracbes no desempenho reprodutivo

materno. A dose de 1,0 mg/Kg causou poucas alteragdes em relagao aos
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estudos comportamentais e reflexolégicos da prole. Desta maneira,
resolvemos investigar outros parametros como 0s sanguineos e
reprodutivos, utilizando doses maiores de veneno (3,0mg/Kg).

A dose utlizada para o estudo do desenvolvimento pds-natal
(1,0mg/Kg) simula um envenenamento leve, causando poucas alteragcdes
sistémicas. Ja para o estudo do desempenho reprodutivo e pardmetros
sanguineos, a dose escolhida (3mg/Kg) simula um envenenamento
moderado, provocando algumas alteragbes sistémicas sem levar a morte
materna. Estas doses foram determinadas a partir de estudos pilotos em
fémeas nao prenhes.

Durante a aplicagdo de ambas as doses foi perceptivel o fato que a
injecdo do veneno provavelmente tenha provocado dor nos animais, que
pareceu dissipar-se ao término desta. Apesar de nao ser possivel inferir
sobre este conceito na espécie experimental em questdo, sinais classicos
comportamentais puderam ser observados durante a injegdo do veneno
(vocalizacdo, tentativa de fuga e ataque) que nao foram observados em
animais controle. Soma-se a isso o fato da literatura descrever dor em seres
humanos como sintoma sempre presente em picadas por Tityus serrulatus
(Vital Brasil, 1981; Freire-Maia e Campos, 1989; Torres et al., 2002).

Ao aplicarmos a dose de 1mg/Kg os animais ficavam retraidos,
durante cerca de uns trés a quatro minutos, lambendo o local da picada e
parecendo um pouco mais sensiveis ao contato com outros animais. Apos
este tempo, o comportamento se normalizava, eles paravam de lamber-se e
voltavam a ter seu comportamento normalizado. Na maior dose (3mg/Kg)
administrada, os animais mostraram comportamento alterado por
aproximadamente trinta minutos apdés a injegcdo. Apresentavam-se
agressivos ao contato com outros animais, sugerindo uma maior
sensibilidade dolorosa, lambiam o local da injegcdo durante os primeiros
minutos. Varios animais apresentaram secrecado nasal e lacrimal, piloerecao
e movimentos espasmaoticos. Alguns permaneciam estaticos, isolados num
canto da gaiola enquanto outros permaneciam muito agitados. Com o

decorrer do tempo os sinais e sintomas foram gradativamente sendo
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abrandados dando lugar ao comportamento normal. Muitos tiveram sede
intensa. Ao término do prazo citado, os animais encontravam-se
aparentemente normais sem resquicios observaveis de sintomas de
envenenamento.

Os dias de injegdo foram determinados para que pudéssemos
correlacionar este estudo com outros realizados em nosso laboratério. Os
dias sdo baseados no periodo de desenvolvimento do rato segundo Manson
e Kang (1989). O 10° dia corresponde ao periodo de organogénese, onde se
observa grande proliferagdo celular e formacdo de dérgéos rudimentares.
Esse periodo é critico para formagdo de diversos 6rgaos como: olhos,
coragao e arcos aorticos, esqueleto axial, palato, sistema urogenital e
cérebro. Ja o 16° dia corresponde ao periodo de desenvolvimento fetal, onde
ocorre principalmente a maturacao e diferenciagao cerebral.

Quando administramos 1,0 mg/Kg de veneno as maes no 10° dia
gestacional, foram observadas somente alteracbes em peso de filhotes, os
demais parametros fisicos ndo se alteraram. Ja na exposicdo materna ao
veneno no 16° dia gestacional observamos um adiantamento no
desdobramento de orelhas e um retardo na abertura do orificio do ouvido da
prole.

Na avaliagdo do peso materno verificamos um aumento de peso
significante do 16° para o 21° dia gestacional somente nas ratas que
receberam o veneno no 10° dia de gestagcdo. Com isso, também poderiamos
correlacionar o aumento de peso materno com o aumento do peso dos
filhotes da prole dessas maes. O veneno ndo causou toxicidade materna.

Diversos fatores de crescimento (Gerton e Cueto, 2001) e citocinas
(Torchinsky e Toder 2004) relacionados ao desenvolvimento do embrido ja
foram identificados e caracterizados nos ultimos anos.

Para uma gestagado bem sucedida, € necessario que haja um balango
intrauterino de citocinas. Trabalhos demonstram que o estresse
embriopatico modula a expressdo de um grande numero de citocinas como

TNF alfa (fator de necrose tumoral), TGR beta (fator de crescimento
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transformante beta), IL-1 (interleucina-1) operando no meio intrauterino e no
embrido (Torchinsky e Toder 2004).

Os estresses embrionarios, independentemente de sua natureza,
primeiramente perturbam o processo apoptético, aumentando a taxa de
morte em populagdes de células alvo. Ao mesmo tempo, o embrido tem uma
surpreendente habilidade para compensar a morte celular excessiva. Logo,
o estresse pode ou nao resultar em perda gestacional ou mau
desenvolvimento fetal, dependendo de como a maquinaria apoptdtica
funciona (Torchinsky e Toder 2004).

O fator de crescimento transformante beta (TGF beta) foi
primeiramente identificado ha duas décadas (Ingman e Robertson, 2002) e
esta incluso numa grande superfamilia com importantes papéis pleiotropicos
no crescimento de muitos 6rgdos e sistemas (Abreu et al., 2002). As
principais fungdes do TGF beta sao controle do ciclo celular, diferenciacao,
regulacdo do desenvolvimento, formagdo de matriz extracelular,
angiogénese e outros (Bottner et al., 2000). Alguns membros da familia TGF
beta também estdo envolvidas no desenvolvimento do sistema nervoso
(Mehler et al., 1998). Uma isoforma desta citocina em sinergismo com o fator
de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF) podem ter como consequiéncia
efeitos no controle ou descontrole da proliferagao e/ou diferenciacéo celular
(Abreu et al., 2002). Outras citocinas como as da familia TNF também
desempenham papel importante no desenvolvimento do embrido (Pfeffer,
2003). Algumas citocinas, como as pro inflamatérias e alguns fatores de
crescimento sdo capazes de ativar fatores de transcricdo como o NFKB
(nuclear factor kappa B). O NFKB é um fator que também regula diversos
processos como apoptose, proliferacdo e diferenciagdo celular (Chen e
Greene, 2004). Portanto fica evidente a importancia das citocinas na
gestacao.

Os fatores de crescimento tem suas ag¢des envolvidas com processos
de crescimento, reparo e diferenciagdo celular (Gerton e Cueto, 2001). O
EGF (fator de crescimento epidérmico) € um polipeptidio, primeiramente

isolado das glandulas submaxilares de camundongos adultos, que estimula



81

a proliferacdo e queratinizagdo de varios tecidos in vivo e in vitro. (Cohen,
1960).

Este fator é parte de uma complexa rede de fatores de crescimento e
receptores que juntos ajudam a modular o crescimento celular (Goodsell,
2003). Membros da familia dos EGF tém multiplos efeitos no
desenvolvimento embrionario (Gerton e Cueto, 2001) e de filhotes (Smart et
al., 1989).

Estudos realizados por Smart et al. (1989) relatam que administragéao
de EGF a ratos recém nascidos acelera a ocorréncia de determinados
parametros como erup¢ao de dentes incisivos, abertura de olhos e retarda
outros parametros como abertura de canal auditivo, por exemplo.

In vitro, o EGF tem efeitos estimulatérios na migragdo de células
pituitarias de ratos muito jovens (Gonzalez et al., 2004).

Outra familia de fatores de crescimento, os FGF (fatores de
crescimento de fibloblastos), sdo responsaveis por mediar uma variedade de
respostas celulares durante o desenvolvimento embrionario. Eles
desempenham papel critico na morfogénese pela regulagdo da proliferacéo,
diferenciagdo e migragao celular. O FGF-2 é um membro desta familia que
tem efeitos em varios tecidos como cérebro (promovendo diferenciacéo e
sobrevivéncia de neurdnios); musculos (atuando na miogénese); 0Ssos
(atuando na condrogénese); pele (fazendo reparos teciduais) dentre outros
(Bikfalvi et al., 2005).

Desta maneira, uma hipotese para os efeitos observados sobre o
retardo na abertura do orificio do ouvido e o adiantamento no
desdobramento de orelhas em filhotes de maes que receberam o veneno no
16° dia gestacional, poderia ser uma consequéncia do veneno sobre algum
fator de crescimento e/ou citocina, ou até mesmo, fatores agindo em
sinergismo determinando desenvolvimento anormal de células. Somente
estudos especificos poderiam comprovar esse relacionamento. Até o
momento, ndo existem estudos dos efeitos de venenos de escorpidao sobre

os fatores de crescimento e citocinas.
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Observamos também um aumento de peso dos filhotes machos e
fémeas no 20° dia de vida, tanto de maes que receberam veneno no 10°
quanto no 16° dia gestacional. Diversos trabalhos correlacionam estresse
materno com diminuicdo de peso ao nascimento, atrasos e prejuizos no
desenvolvimento fetal (Cabrera et al., 1999; Zhu e Stadlin et al.,1999). Isto
sugere que um aumento de peso, contanto que nao seja excessivo nem
decorrente de patologia gestacional como a diabetes, esteja relacionado
com vitalidade e saude (Cruttenden, 2003).

Em estudos anteriores, foi verificado que as proles de maes que
receberam a mesma dose do veneno que usamos (1,0 mg/Kg) no mesmo
dia (décimo dia gestacional) apresentaram aumento no peso de filhotes
recém nascidos e de seus pulmdes. Logo, o aumento de peso pode estar
correlacionado com o aumento de peso de 6rgdos que possam ter sido
afetados pelo veneno (Cruttenden, 2003).

A avaliagdo da intoxicacdo materna, através da variagdo de peso,
também foi estudada e verificamos um aumento significante de peso do 16°
para o 21° dia gestacional somente nas ratas que receberam o veneno no
10° dia de gestagao. Com isso também poderiamos correlacionar o aumento
de peso materno com o aumento de peso dos filhotes da prole destas maes.
O fato de as maes nao apresentarem sinais de intoxicagdo indica que as
alteracdes observadas nos filhotes ndo se devem a isto.

A maturagao pos-natal da atividade motora do rato ocorre através
dos seguintes processos comportamentais: do desenvolvimento da postura
e locomogdo quadrupede, dos ajustes dindmicos posturais, de algumas
respostas de orientacdo e de habilidades motoras complexas (Altman e
Sudarshan, 1975).

O reflexo postural € medido pelo tempo que um animal, colocado
apoiado de costas, consegue voltar a posi¢cao original. Animais recém
nascidos demoram a retornar a posi¢cao normal, sendo que a medida que
ele se desenvolve, 0 tempo necessario para a execucao desse reflexo

diminui gradativamente (Patin et al., 2004). Trés sistemas estdo envolvidos
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na regulagao postural: o vestibular, o exteroceptivo (tatil) e o proprioceptivo
(Altman e Sudarshan, 1975).

Outro reflexo importante € o de geotaxia negativa, que compreende a
resposta de girar a cabega para cima quando o animal € colocado em um
plano inclinado com a cabega para baixo. Segundo Altman e Sudarshan
(1975) no 5° dia de vida, filhotes de ratos sdo capazes de girar todo o corpo
em um angulo de 180° e a partir deste dia o tempo necessario para que o
reflexo ocorra diminui gradativamente. Em contrapartida, observamos que
muitos dos filhotes observados no 6° dia de vida ndo apresentaram esse
reflexo, fato n&o significante, pois ocorreu tanto com animais controle quanto
com experimentais.

O reflexo postural e o de geotaxia negativa de ratos jovens refletem o
grau de desenvolvimento motor e do sistema vestibular. Um atraso na
maturacdo do reflexo de geotaxia negativa sugere um atraso na maturagao
das estruturas nervosas envolvidas na habilidade motora, particularmente o
cerebelo. Quanto ao reflexo de endireitamento, um atraso no seu
desenvolvimento pode indicar uma alteracdo na mielinizagdo (Patin et al.,
2004).

Como dito anteriormente, a maturacdo e diferenciacdo cerebral
ocorrem por volta do 16° dia. Observamos que a prole de maes que recebeu
o veneno neste dia de gestacao, apresentou uma diminuigdo no tempo de
laténcia do reflexo postural no 6° dia de vida e do reflexo de geotaxia
negativa no 6°, 8° e 10° dia de vida. Em contrapartida, neste mesmo grupo
observamos um aumento no tempo de laténcia do reflexo de preensao
palmar testado no 8° dia de vida.

O reflexo de preensao palmar, reflexo também medular, envolve
respostas motoras do animal. Este é o unico que com o passar do tempo
desaparece (Deir6 et al., 2006). Também observamos um significante
aumento no tempo de laténcia deste reflexo na prole de maes que
receberam veneno no 10° de gestagdao. Com isso, também podemos sugerir

que 0 veneno possa provocar alteracbes no desenvolvimento do sistema
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nervoso central, influenciando em nivel medular a ocorréncia destes
reflexos.

O desenvolvimento da atividade motora no rato ocorre ainda durante
o periodo de lactagdo, com um pico maximo em torno do 15° dia de vida, a
seguir a atividade decresce e ao desmame os niveis de atividade sé&o
similares aos dos animais na idade adulta (Reiter e Macphail, 1982). Para
observagao da atividade motora utilizamos a caixa de atividade. Em nenhum
dos grupos foram observadas alteragbes na atividade geral e na atividade
locomotora da prole de maes tratadas com o veneno em diferentes periodos
gestacionais mostrando que o0 veneno parece nao agir sobre o
desenvolvimento das vias relacionadas com este comportamento.

Devido os resultados encontrados, pretendemos realizar estudos
futuros verificando se durante a vida adulta os filhotes de maes que
receberam veneno apresentam alteracbes comportamentais.

Para avaliagdo do desempenho reprodutivo materno escolhemos dois
dias importantes na gestagdo do rato: o quinto e o décimo dia gestacional
além de utilizar uma dose maior do veneno. O décimo dia gestacional como
ja foi explicado anteriormente corresponde a metade do periodo de
organogénese. O quinto dia gestacional € o final do periodo de implantagao
do blastocisto no utero materno. A implantacéo do blastocisto € um processo
envolvendo movimentos altamente coordenados onde células especificas do
embrido estabelecem contato com um tecido especializado materno, o utero.
Esta coordenagao envolve produgao regulada de fatores de crescimento,
citocinas e horménios, tanto do embrido como de tecidos de origem
materna. Concomitantemente, receptores para estes fatores devem ser
expressos pelos tecidos apropriados para propagar os sinais de implantagao
(Carson et al., 2000). Na maior parte dos estudos com grupos de
substancias quimicas, os resultados relatam redugcdo do numero de
implantagbes mais do que malformagbes anatdmicas, relacionando este
periodo acima de tudo com o fendmeno da embrioletalidade. Porém, varios

trabalhos tém mostrado que os primeiros dias de gestagao sdo susceptiveis
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a prejuizos nao letais, gerando, portanto as malformagdes propriamente
ditas (Rutledge, 1997).

Uma série de agentes quimicos podem produzir alteragbes durante
estagios pos-zigoéticos que resultam em morte e/ou malformacéo. O espectro
de agentes conhecidos capazes de afetar o blastocisto é amplo.
Tratamentos com agentes mutagénicos no periodo de implantagcdo podem
ocasionar defeitos nos membros, abertura de palato, defeitos esqueléticos
entre outros. Em camundongos, o tratamento com o 4cido retindico entre os
dias quatro e cinco de gestacado, produz problemas na cauda e duplicagao
dos membros posteriores (Rutledge, 1997).

Quanto ao desempenho reprodutivo materno dos grupos de fémeas
que receberam veneno (3mg/Kg) no 5° ou no 10° dia gestacional n&o
observamos alteracées no numero de corpos luteos em relagdo ao grupo
controle. A variacdo de peso materna, o peso uterino, as reabsorcdes, o
numero de implantacbes e as perdas pré implantagdes também nao foram
alterados em nenhum dos grupos. Entretanto, no grupo de maes que
receberam veneno no 10° dia gestacional verificamos um aumento de
perdas pos implantacao.

As perdas poOs implantagao estabelecem a relacdo entre o numero de
embrides que se implantaram com aqueles que se desenvolveram
normalmente. Ja as perdas pré-implantacdo estabelecem a relagao entre o
numero de ovulos liberados e fecundados com a quantidade de embrides
que conseguiram se implantar. Logo, podemos propor que o0 veneno deve
estar agindo sobre o desenvolvimento fetal e ndo sobre a implantagdo dos
embrides, caso contrario observariamos alteracdes também nas perdas pré-
implantacdo e no numero de implantes propriamente ditos.

Em relagdo ao peso de filhotes, de suas respectivas placentas,
pulmdes, coragbes e rins, ndo observamos alteragbes significativas em
nenhum dos grupos analisados. No entanto, verificamos que nos dois
grupos cujas maes receberam veneno, houve um aumento no peso de
figado da prole, mostrando que este pode ser um dos 6rgaos afetados pelo

veneno. Outro estudo de nosso laboratério (Cruttenden, 2003) revelou
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aumento no peso de pulmdes e placentas de filhotes cujas maes receberam
doses menores de veneno. Isto nos faz acreditar que o efeito do veneno
obedeca as leis do “tudo ou nada”, ou seja, o fato de a dose ser maior nao
leva necessariamente a um aumento do efeito. Ele pode ocorrer ou nao,
independente da dose administrada.

Os cortes histolégicos dos 6rgaos citados acima e das placentas foram
realizados e ndo observamos nenhuma alteragcdo microscépica. A analise
microscopica dos rins foi considerada prejudicada, pois em diversas laminas
nao foi possivel a observagdo de estruturas renais importantes devido a
coloracgao fraca ou parcialmente ausente.

O veneno administrado no 5° ou 10° dia de gestacao nao foi capaz de
produzir malformagdes externas reconheciveis ao nascimento em nenhuma
das ninhadas analisadas. O desenvolvimento fetal também n&o foi
prejudicado, fato que pode ser constatado pela contagem dos centros de
ossificagao, que nao revelou alteragoes.

As anomalias encontradas, tanto esqueléticas como viscerais,
apresentaram-se nos grupos experimentais em quantidades e de natureza
muito semelhante aquelas apresentadas no grupo controle. Varias
anomalias e malformagdes espontdneas ocorrem com determinadas
incidéncias em ratos de laboratério. Dados da literatura que apontam a
incidéncia destas anomalias para esta espécie de sujeito experimental estéo
de acordo com as incidéncias encontradas neste estudo (Kimmel e Wilson
1973; Szabo, 1989).

Logo, seria evidente que este tipo de ocorréncia ndo tem qualquer
ligacdo com a exposi¢cado pré-natal ao veneno. No entanto, a ossificagéo
craniana da prole de maes que recebeu veneno no 10° dia gestacional
mostrou-se levemente afetada. Os 0ssos occipitais e/ou parietais dos filhotes
apresentaram-se ligeiramente “afundados” em um terco dos filhotes,
afetando seis ninhadas das dez analisadas.

A rata prenhe é um importante modelo animal em testes de
toxicologia reprodutiva, no entanto estudos de desenvolvimento placentario

e parametros sanguineos maternos sao escassos, o que reflete ainda mais a
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importancia de informagbes, visto que na gestagdo ocorrem muitas
alteragdes na fisiologia materna. No caso de envenenamento materno
severo, existira um grande comprometimento na homeostase, que podera
acarretar em prejuizos a vida intra uterina (Carney, 1997)

Administramos as ratas prenhes veneno do escorpido Tityus
serrulatus no 5° e no 10° dia gestacional e analisamos parametros
bioquimicos sanguineos (transaminase glutamico oxaloacética,
transaminase glutdmico piruvica, amilase e glicemia) e parametros
hematologicos (hemograma completo). Para avaliar se houve a intoxicacao
materna, a exemplo dos experimentos anteriores, também verificamos a
variagao do peso materno, parametro que nao se alterou em nenhum dos
periodos observados.

Estudos anteriores com ratos Wistar machos mostram que o veneno
do escorpiao Tityus serrulatus além de efeitos neurotéxicos, possui também
efeitos sistémicos como o aumento de enzimas plasmaticas, citocinas
(Bertazzi et al., 2002) e leucécitos (Magalhaes et al., 1998).

As transaminases constituem um grupo de enzimas que catalisam a
interconversdo de aminodacidos e alfa cetoacidos por transferéncia de grupos
amino. As duas transaminases de interesse clinico sdo de glutamato
oxalacetato (TGO) também chamada aspartato- transaminase (AST), e a de
glutamato piruvato (TGP), também chamada alanina transaminase (ALT).
Estas enzimas sdao amplamente distribuidas nos tecidos, predominando a
TGO no coragao, figado, musculo estriado, rim e pancreas e a TGP no
figado, rim e corac&o. Elas tém grande utilidade clinica principalmente no
acompanhamento de lesdes hepaticas e cardiacas, podendo avaliar também
funcao pancreatica (Miller e Gongalves, 1999).

No experimento, em nenhum dos periodos gestacionais analisados
foram observadas alteragbes nestas enzimas se comparados 0s grupos
experimentais com seus respectivos controles, mostrando que o veneno
parece nao lesar as ceélulas cardiacas ou hepaticas. No entanto, se
compararmos os valores obtidos com aqueles descritos na literatura (De Rijk

et al., 2002) para ratos Sprague Dowley (valor médio de TGO-81U/L) nota-
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se um grande aumento em todos os grupos do experimento. Isto pode ser
explicado pelo método que utilizamos para retirada de sangue: a pungéao
cardiaca. Ao puncionarmos o0 coragao com a agulha, lesamos as células
musculares cardiacas causando este falso aumento desta transaminase. O
método utilizado no trabalho mencionado anteriormente (De Rijk et al., 2002)
foi o de decapitacdo dos animais vivos sem anestesia-los.

A dosagem da amilase dos animais também foi realizada. Esta € uma
enzima que esta presente em varios 6rgaos e tecidos, encontrando-se em
maior concentragdo no pancreas. A amilase existente no soro normal pode
ter sua origem, pelo menos em parte, no figado, posto que sua concentragao
nao é afetada pela pancreatectomia (Miller e Gongalves, 1999)

Os valores de amilase encontrados em todos os grupos nao
apresentaram alteragdes significativas, indicando que o veneno parece néo
agir sobre essa enzima. No entanto, o grupo de fémeas nao prenhes
apresentou valor médio menor que os outros grupos, mostrando diferenca
significante em relagdo ao grupo de machos. Com isso podemos sugerir que
esta enzima comporte-se fisiologicamente diferente em fémeas prenhes
apresentando valores elevados.

Em condi¢gbes normais, o teor de glicose no sangue mantém-se
dentro de limites estreitos. Isso se deve a intervencdo de um mecanismo
regulador hormonal extremamente sensivel e delicado, cujos principais
integrantes sado representados, de um lado, pela insulina (agente
hipoglicemiante) e, de outro, pelos horménios adrenocorticais, pré—
hipofisarios, adrenalina e glucagénio (agentes hiperglicemiantes). Em
condigbes patolégicas pode ocorrer um desequilibrio desse sistema de
ajuste, ou ser ele submetido a condicbes que ultrapassem suas
possibilidades reguladoras, do que resultara elevagao ou abaixamento do
nivel sanguineo de glicose. Com isso a determinag&o da glicemia assume
entdo extraordinario interesse diagnostico (Miller e Gongalves, 1999)

Em ratas prenhes a utilizacdo de glicose pelo tecido adiposo e
muscular é reduzida, facilitando a distribuicdo de glicose para uso fetal

(Holness e Sugden, 1991). Mudangas na nutricdo durante a gestacéo
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mostram um importante papel na determinagdo do crescimento fetal
(Wallace et al., 1997) bem como na maior incidéncia de malformacdes fetais
(Giavini, 1993).

Os grupos de mées que receberam veneno do escorpido Tityus
serrulatus no 5° ou no 10° dia apresentaram um aumento na glicemia se
comparados com 0s grupos de machos e com seus respectivos grupos
controle (fémeas prenhes que receberam salina nos mesmos dias). Os
grupos de maes que receberam veneno também se mostraram
significativamente diferentes em relagdo ao grupo de fémeas n&o prenhes.
Como ja dito anteriormente, a gestacdo provoca diversas alteragées na
homeostase materna logo, ja seria esperado um valor maior na glicemia de
todos os grupos de fémeas prenhes, fato que pode ser observado neste
estudo. No entanto, nota-se que somente os valores de glicemia dos grupos
que receberam veneno apresentaram significancia. Entdo podemos sugerir
que o veneno elevou ainda mais a glicemia destes grupos provocando tal
fato. Também verificamos diferengas significantes entre os dois grupos de
fémeas prenhes que receberam salina. Esta diferenga provavelmente
ocorreu devido as diferentes fases gestacionais em que a glicemia foi
analisada (5° ou 10° dia de gestacao) evidenciando um efeito proprio da
prenhez.

O aumento das taxas de glicemia pode ser devido ao aumento na
liberacdo de neurotransmissores, provavelmente adrenalina, para a corrente
sanguinea. Como dito anteriormente, a liberagcao de adrenalina em excesso
faz com que os niveis de glicose sanguinea também aumentem. Na
literatura temos relatos que algumas toxinas purificadas do veneno de Tityus
serrulatus sao capazes de provocar lesdo pancreatica (Possani et al., 1991)
Como ja sabemos, o pancreas é responsavel pela produgdao de insulina
(horménio hipoglicemiante), logo, se o 6rgao esta prejudicado, também pode
ocorrer prejuizo nesta produgédo causando entdo o aumento da glicemia.

Outra técnica para avaliacdo da intoxicagao materna foi realizada em
parte através do hemograma. Este exame, em ultima analise, constitui o

meio mais direto e mais pratico de se estudar os elementos figurados do
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sangue periférico - os globulos vermelhos, os glébulos brancos e plaquetas.
Estes elementos celulares sofrem alteragdes as vezes muito acentuadas, no
decurso de praticamente todas as moléstias e por este motivo 0 hemograma
€ exame de rotina dos mais usuais (Guimaraes e Guerra,1990).

Sabe-se ainda que alguns venenos de serpentes e algumas toxinas
também induzem a alteracbes hematolégicas logo, torna-se viavel a
realizacdo do hemograma para esta avaliagdo apdés o uso do veneno de
escorpido (Ravel, 1997). Estas alteracbes também s&o causadas pela
prenhez (De Rijk et al., 2002).

Para uma correta interpretagdo do hemograma é importante, de inicio,
que se conhegam os valores hematimétricos normais e os seus desvios
fisiolégicos e individuais, além da fungdo de cada um dos elementos
figurados do sangue periférico (Guimaraes e Guerra, 1990).

Em condicbes normais, os glébulos vermelhos sdo os mais
numerosos elementos figurados do sangue. No rato Wistar, estas células
podem medir de 6,3 a 6,8 microbmetros e a sua contagem global esta por
volta de 7 a 9 milhdes (Baker et al 1979), numero muito superior aos valores
de referéncia para humanos. Estas células contém a hemoglobina, proteina
responsavel pelo transporte de oxigénio para os tecidos.

Baker et al. (1979) estudaram através de eletroforese, a hemoglobina
do rato Wistar durante o desenvolvimento e a vida adulta. Eles observaram
que dois tipos de hemoglobinas aparecem durante o periodo embrionario na
eritropoiese e dois adicionais aparecem durante o periodo de hematopoiese
no figado, todas elas permanecendo durante a vida adulta.

Os valores de hematdcrito refletem, em porcentagem, a massa total
de células em relagcéo ao volume total de sangue. Uma vez que o numero de
hemacias predomina largamente sobre os demais elementos figurados, o
valor do hematdcrito depende praticamente do volume ocupado pelas
células vermelhas, sendo de grande importancia para o estudo delas (Miller
e Gongalves, 1999).

Na gestacdo, as mudangas observadas refletem uma adaptacao

materna ao seu estado fisioldgico. A principal mudanga neste estagio € o
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aumento do volume plasmatico causando uma hemodiluigdo. Como
consequéncia disso observamos redugdo nos niveis de hemoglobina,
hematdcrito e glébulos vermelhos (Harewood et al., 2000).

Na contagem global de hemacias observamos que todos os grupos
de fémeas mostraram-se significativamente diferente do grupo de machos.
Isto se deve a diferenca entre a quantidade de células para machos e
fémeas devido a variagdes fisioldgicas.

A dosagem de hemoglobina também mostra diminuigdo significativa
dos grupos de fémeas prenhes em relacdo aos grupos de machos. No
entanto verificamos que o grupo de fémeas nao prenhes mostrou valor muito
proximo ao grupo de machos, evidenciando ainda mais a hemodiluigao
fisiologica presente na gestagao.

O hematécrito das fémeas que receberam salina no 5° ou no 10° dia
gestacional mostrou-se diminuido em relagdo ao grupo de machos. Os
demais grupos apresentaram valores proximos aos dos machos.

Os indices hematimétricos ou indices de Wintrobe s&o calculados a
partir dos valores de hemoglobina, hematdcrito e contagem global de
hemacias e sao uteis para se conhecer o tamanho das células, a quantidade
e a concentracdo de hemoglobina. O volume corpuscular médio (VCM) é
determinado dividindo-se o hematdcrito pela contagem de eritrocitos, sendo
o resultado expresso em micrometros cubicos (Guimaraes e Guerra, 1990).

Sao muitas as causas que aumentam o VCM, dentre as principais
podemos citar a deficiéncia de acido fdlico e vitamina B12 e em graus
significativos de reticulocitose, sangramento agudo ou anemia hemolitica
(Ravel, 1997).

As condi¢des que diminuem o VCM também sao diversas, dentre elas
podemos citar a deficiéncia crénica de ferro que € um ion extremamente
necessario ao feto. Na gestagdo quando a mulher ndo tem uma nutricdo
adequada, é frequente ela apresentar indices menores e até deficientes
deste mineral, visto que o bebé obtém da mae o ferro para formacao de

seus tecidos (Gaw et al., 2001).
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A hemoglobina corpuscular média (HCM) é a quantidade, em peso,
de hemoglobina e é expressa em picogramas e pode ser calculada pela
razao entre os niveis sanguineos de hemoglobina e o numero total de
hemacias. A HCM é influenciada pelo tamanho dos eritrocitos; um eritrécito
grande com conteudo normal de hemoglobina contém maior peso de
hemoglobina do que uma célula menor com conteudo normal desta proteina.
Além disso, este indice também depende da quantidade de hemoglobina em
relagdo ao tamanho da célula; uma célula hipocrémica tem menor peso de
hemoglobina do que uma célula normocrémica de tamanho igual. Em geral,
a HCM apresenta-se diminuida na microcitose e na hipocromia (Ravel,1997).

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
representa, em porcentagem, a concentragdo média de hemoglobina na
hemacia e pode ser calculada pela relacdo entre a quantidade de
hemoglobina e o valor do hematécrito (Ravel,1997).

Neste estudo nenhum dos grupos apresentou indices hematimétricos
alterados.

Os leucdcitos, um dos elementos figurados do sangue, desempenham
papel essencial no mecanismo de defesa do organismo contra agressdes
infecciosas ou de outra natureza. No rato Wistar, os valores de referéncia
estdo por volta de 7 a 8 mil (Baker et al., 1979), valores semelhantes
aqueles encontrados em humanos. Realizamos a contagem destas células e
nao observamos mudangas significativas entre os grupos que receberam
veneno e seus respectivos controles. Somente observamos que todos os
grupos de fémeas apresentaram contagem global destas células em numero
menor que o grupo de machos, fato ndo significativo. No entanto, alguns
autores como Bertazzi et al. (2002) descrevem que a leucocitose é
comumente encontrado no envenenamento escorpidnico. Logo, suspeitamos
que se a analise sanguinea fosse realizada mais tardiamente apds o
envenenamento, encontrariamos alteragdes na contagem global destas

células.
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Realizamos também a contagem diferencial de leucécitos e dos
valores de linfécitos, mondcitos, eosindfilos e neutréfilos que nédo foram
alteradas significativamente em nenhum dos grupos.

As plaguetas sao elementos extremamente importantes nos
processos hemostasicos. A observacdo meticulosa de uma preparacao de
sangue bem estendida e corada nos permite obter informagdes valiosas a
respeito do numero e anormalidades morfolégicas (Miller e Gongalves,
1999). Nos nossos dados observamos que o grupo de fémeas prenhes que
recebeu salina no 5° dia gestacional apresentou valor médio de plaquetas
extremamente elevado em relagcdo aos outros grupos, apresentando
significancia estatistica com o grupo de machos e fémeas nao prenhes. A
determinagao das plaquetas € extremamente imprecisa e esta influenciada
por varios artefatos de técnica, ndo descartamos a possibilidade desse tipo
de problema ter ocorrido em nosso experimento visto que somente este
grupo apresentou valores tado exacerbados.

Apesar de terem ocorrido alteragdes hematoldgicas, nota-se que em
sua maioria sdo devido a homeostase alterada durante a prenhez e/ou
desvios fisioldgicos e individuais entre machos e fémeas.

Tomando todos os dados em conjunto, percebemos que doses que
causam um envenenamento leve provocam alteragdes discretas em
parametros fisicos e reflexolégicos de filhotes e doses que provocam
envenenamento moderado, alteram parametros do desempenho reprodutivo
e parametros sanguineos maternos. Isto nos faz acreditar que o fato de a
dose ser maior ndo leva necessariamente a um aumento do efeito. Ele pode
ocorrer ou nao, independente da dose administrada.

Como foi citado, é crescente a exposicdo humana a pegonha do
escorpiao. Devido a toxicidade do seu veneno, os provaveis efeitos durante
o periodo perinatal sdo preocupantes. Logo, este estudo contribui na
geracédo de dados para elucidacdo de efeitos da toxicidade materna e da
prole em casos de envenenamento escorpibnico, guardadas as devidas

diferengas entre animais de experimentacao e seres humanos.
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6- Concluséao

Levando-se em consideracao que:

Os filhotes de ratas que receberam 1,0 mg/kg de veneno no 10° dia de
gestagao apresentaram:

= Um aumento de peso no 20° dia de vida.

= Um aumento no tempo do reflexo de preensao palmar.

= Auséncia de efeitos sobre a atividade motora

Os filhotes de ratas que receberam 1,0 mg/Kg de veneno no 16° dia de

gestagao apresentaram:

= Um aumento do peso no 20° dia de vida.

= Retardo na abertura de ouvidos e adiantamento no desdobramento de
orelhas .

= Diminui¢ao do tempo do reflexo de geotaxia negativa nos dias 6, 8 e 10
de vida.

= Diminuigao do tempo do reflexo postural no 6° dia de vida.

= Aumento do tempo para o aparecimento do reflexo de preensao palmar
no 8° dia de vida.

= Auséncia de efeitos sobre a atividade motora

Concluimos que a dose de 1,0 mg/Kg responsavel por um envenenamento
leve, provoca alteragbes discretas em parametros fisicos e reflexoldgicos de
filhotes.

Levando-se em consideragao que:
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Os grupos que receberam 3,0 mg/Kg de veneno no 5° dia gestacional e
foram submetidos a avaliacdo do desempenho reprodutivo apresentaram:

= Aumento do peso de figado de filhotes.

Os grupos que receberam 3,0 mg/Kg de veneno no 10° dia gestacional e
foram submetidos a avaliacdo do desempenho reprodutivo apresentaram:

= Aumento das perdas pos-implantagao

= Aumento do peso de figado de filhotes

= Anomalias esqueléticas nos ossos do cranio

Os grupos que receberam 3,0 mg/Kg de veneno no 5° dia gestacional e
foram submetidos a avaliagdo dos parédmetros bioquimicos e hematologicos
apresentaram:

= Aumento na glicemia materna quando comparados com o grupo de

machos e com o grupo que recebeu salina no mesmo dia da gestacgao.

Os grupos que receberam 3,0 mg/Kg de veneno no 10° dia gestacional e
foram submetidos a avaliacdo dos parametros bioquimicos e hematoldgicos
apresentaram:

= Aumento na glicemia materna quando comparados com o grupo de

machos e com o grupo que recebeu salina no mesmo dia da gestagao.

Concluimos que doses que provocam envenenamento moderado como a de
3,0 mg/Kg alteram alguns paréametros do desempenho reprodutivo e

parédmetros sanguineos maternos.

De uma maneira geral, o veneno, nas doses e periodos administrados,
apesar de causar algumas alteracbes ndo € deletério para os fetos de maes

expostas a ele.
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