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RESUMO

O envenenamento escorpidnico constitui um problema de salde publica em paises
tropicais. As criangas sd0 0 grupo que apresentam 0s casos de maior gravidade. Estudos
demonstram uma maior e mais rapida distribuicdo do veneno em animais jovens,
provavelmente devido a uma maior permeabilidade da barreira hematoencefalica.O veneno do
escorpido Tityus serrulatus é composto por varios componentes, proteicos e ndo proteicos,
dentre eles a tityustoxina (TsTX), uma toxina peptidica do tipo alfa que atua no sitio 3 dos
canais para sédio dependentes de voltagem, retardando sua inativacdo, considerada o
componente de maior letalidade do veneno. O presente estudo avalia a acdo desta toxina
TsTX na microcirculacdo cerebral de ratos Wistar jovens (21 dias de vida) em diferentes
doses (2DL50 e ¥ da DL50). Com relagdo a sobrevida, os animais que receberam TsTX na
dose de 2DL50, vieram a 6bito em até 30 minutos. Por outro lado, os animais intoxicados com
TsTX na dose de 1/4DL50 apresentaram 100% de sobrevida, ao longo de toda a cinética
avaliada (4h, 8h, 12h, e 7 dias). Através da técnica de microscopia intravital, observamos que
a administracdo subcutanea de TsTX, nas doses de 2DL50 e % da DL50, induz um aumento
do rolamento e adesdo de leucdcitos na microcirculacdo cerebral nos diferentes tempos,
guando comparadas ao grupo controle (salina). Animais intoxicados com TsTX na dose de
2DL50 ndo apresentaram alteracGes morfoldgicas significativas, nem diferencas nos niveis de
TNF-oo cerebral, assim como na integridade da barreira hematoencefalica, quando
comparados aos seus respectivos controles. Entretanto, os animais que receberam TsTX na
dose de ¥4 da DL50 apresentaram aumento do nivel protéico cerebral de TNF-o.. Alem disso,
pelas técnicas histoldgicas de H&E e cresil violeta, observamos alteracdes morfoldgicas nos
cérebros dos animais intoxicados com TsTX (1/4DL50), tais como: edema, congestdo
vascular, células neuronais com retragdo citoplasmatica e condensagdo da substancia de Nissl.
Em sintese, nossos dados sugerem que a TsTX, na dose de 1/4DL50, quando administrada por

via subcutanea em ratos jovens, é capaz de induzir uma resposta inflamatoria cerebral,



caracterizada por alteracdes morfoldgicas no parénquima, aumento do recrutamento de

leucocitos e da producdo de TNF-a.



ABSTRACT

The scorpion-envenoming syndrome is a wide public healthy matter in tropical
countries. Children are more vulnerable than adults, presenting mainly severe cases. Previous
studies has been reported that the Tityus serrulatus scorpion venom has a higher and quicker
tissue distribution in young rather than adult animals, probably due to difference at blood
brain barrier permeability. T. serrulatus scorpion venom consists of a complex mixture of
active components. Very few neurotoxins within the venom seem to trigger most symptoms
of the envenomation. Namely, the principal two toxic fractions are the toxin gamma (a B-type
toxin) and tityustoxin (TsTX, an a-type toxin). TsTX has been suggested as the major lethal
component in the T. serrulatus venom. It binds to the site 3 of the voltage-gated sodium
channel, slowing its inactivation and has higher affinity to the channel in its open state. Our
study evaluates the TsTX effect in the cerebral microcirculation of young Wistar rats at
different doses (2DL50 and ¥ da DL50). Animals treated with lethal dose of TsTX (2DL50)
survived for only 30 minutes. On the other hand, animals treated with TsTX ¥%DL50 showed
100% survival rate at different times (4h, 8h, 12h, e 7 days). Using intravital microscopy, we
found an increase of leukocyte rolling and adhesion in brain microcirculation after
subcutaneous TsTX administration (2DL50 and ¥ DL50). Animals treated with TsTX 2DL50
did not show morphological alterations, neither differences in cerebral TNF-o levels, and
BBB integrity, when compared to control animals. However, animals injected with TsTX
Y4DL50 showed an increase in cerebral TNF-o. protein levels. In addition, using different
histological techniques, we observed cerebral morphological changes such as edema, vascular
congestion, neuronal citoplasmatic retraction and Nissl’s substance condensation. In
summary, our results suggest that subcutaneous administration of TsTX (¥4DL50) can induce

a cerebral inflammatory response in young rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

Os escorpides existem ha cerca de 350 milhdes de anos e sua morfologia pouco mudou desde
essa época. Eles pertencem a ordem dos artropodes e a classe dos aracnideos. Quanto a
classificacdo em familias e géneros existem inimeras discussdes a respeito (LOURENCO,
2003). Uma das familias mais importantes é a Buthidae por possuir espécies produtoras de
venenos ativos sobre o homem (LOURENCO, 2002), especialmente as pertencentes ao
género Tityus.

No Brasil, o escorpido que possui a peconha considerada mais toxica é o Tityus
serrulatus, também chamado escorpido amarelo. Ele tem habitos noturnos e aparece
principalmente nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Espirito
Santo.

O escorpido amarelo possui facil adaptacdo ao meio ambiente, podendo sobreviver
sem comida por varios meses, mas sempre necessitando de agua fresca (Bucherl, 1971). Além
disso sdo capazes de se reproduzirem por partenogénese, ou seja, 0s Ovulos se desenvolvem
no interior do organismo materno, ndo necessitando de fertilizacdo (Céandido e cols., 1999). O
homem também promove ambientes favoraveis ao aparecimento do escorpido. O lixo e o
entulho gerados pela acdo antrépica propiciam o aparecimento de insetos e aranhas,
constituintes principais da dieta escorpidnica (Queiroz, 1997). Com todos esses fatores a seu
favor, nota-se grande explosdo demogréafica da espécie (Soares e cols., 2002), podendo ser
visto em habitacBes humanas, lajes, tumulos, rodapés, porées (LUCAS e SILVA, 1992;
TORRES e cols., 2002). Devido ao desenvolvimento de habitos domiciliares e o crescimento
desordenado das cidades é cada vez mais freqliente a presenca de escorpides em areas

urbanas.



Dados do Ministério da Saude relatam que 56% dos acidentes com estes animais
ocorrem em zonas urbanas e somente 34% em areas rurais. Porém, é praticamente impossivel
e até mesmo indesejavel, acabar com escorpides e baratas devido ao desequilibrio ecolégico e,
até mesmo, pela possibilidade de utilizacdo de seu veneno como praguicida, existindo ainda
estudos para sua utilizacdo na terapéutica clinica. O melhor é afasta-los do nosso meio,
aprender a evita-los, saber prevenir e tratar os envenenamentos por suas picadas (Campolina e

cols., 2006).

1.2 Aspectos Epidemioldgicos

O nudmero de notificagdes tem aumentado de 18.191 casos em 2001 para mais de
37.068 até marco de 2009, com incidéncia anual de 19,5 casos para cada 100 habitantes. Os
casos graves e 0bitos concentram-se nos menores de 6 anos de idade. O prognostico & melhor
naqueles que na vigéncia de quadro sisttmico grave recebem atendimento até 6 horas ap6s a
picada (Ministério da Saide/2009).

Em nosso pais, 0 maior numero de notificagdes é proveniente do Estado de Minas
Gerais e Sao Paulo, responsaveis por 92,7 % do total dos acidentes em 2007 e 91,58 % em
2008, (Ministério da Saude, 2009). Os principais responsaveis pelos acidentes pertencem ao
género Tityus : a) T. serrulatus, responsavel pelos acidentes de maior gravidade e por quase
100 % dos casos (Campolina e Dias, 2005; Cupo e cols., 2002; Campolina e Cardoso, 2000)

b) T. bahiensis e, c) T. stigmurus (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE-FUNASA, 2001).



TABELA 1
Casos de acidentes por escorpides. Brasil, Grandes Regides e Unidades Federadas. 2000 a 2008

Regido e UF 2000 2001

Regido Norte 418

Ronddnia 31 b4 63 133 - 167 191 143 ir 68

Acre 8 6 16 21 30 28 48 65 79
Amazonas 9 20 41 85 119 166 186 126 176
Roraima 1 16 21 12 18 13 24 33 36
Para 309 504 631 885 998 1.159 1.267 1.330 1.300
Amapa 1" 12 57 78 102 17 149 150 95
Tocantins 49 [3] 113 166 169 243 226 230 271
Reaqido Nordeste

Maranhdo 19 34 63 86 50 132 159 142 137
Piaui 129 197 180 261 207 309 38 269 326
Ceara 8 270 363 341 620 867 563 633 458
Rio Grande do Norte 1.318 1.251 1.267 1.131 1.245 1.427 1.552 1.280 1.167
Paraiba 181 80 345 301 395 640 899 1.038 704
Permambuco 545 860 1.230 2185 3.744 4361 6.837 6.812 4 467
Alagoas 2.527 2.082 2378 2.102 2322 2.249 2.599 2.874 3.263
Sergipe 6 15 28 16 40 48 129 255 256
Bahia 3.069 3.726 4543 4.055 4469 6.110 5.995 5.805 5.931
Reaqido Sudeste

Minas Gerais 1.189 4775 6.331 7.023 8537 10.121 5.849 8471 9.594
Espinto Santo 203 206 289 354 747 994 755 768 1.138
Rio de Janeiro 81 110 129 216 198 242 235 243 208
Sdo Paulo 2.318 2.796 3.344 3683 4.064 4.479 4 577 4.406 5.056
Regido Sul a1 373 431 479 540 677 765 985 972
Farana | 4] HY L3 i b o

Santa Catarina 59 83 124 104 107 109 149 189 196
Rio Grande do Sul 12 12 38 29 52 52 59 53 61
Reaido Centro-Oeste 612 733 891 a73 1.245 1.366 1.349 986 1.366
Mato Grosso do Sul 5 25 44 35 79 138 159 115 252
Mato Grosso 15 86 126 128 265 277 306 369 400
Goias 372 429 606 550 740 818 764 37T 543
Distrito Federal 219 193 115 160 161 133 120 125 171
Brasil 12.704 18.188 22764 24 486 30.066 35939 37624 36.978 37.068

Fonte:SINANISVSMS *Dados preliminares sujeito a revisdo

Dados atualizados em: 09/07/2008 09/07/2008 09/07/2008 09/07/2008 09/07/2008 09/07/2008 09/07/2008 10/03/2009 26/03/2009
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FIGURA 1 — Casos de acidentes escorpidnicos no Brasil e grandes regides, no periodo de
2000 a 2008. Ministério da Saude, 2009.

No Brasil, em torno de 37.068 acidentes escorpiénicos foram relatados até marco de
2009 (TABELAZ1) e o maior indice de mortalidade ocorre em criangas, apesar dos acidentes
serem mais freqlientes em homens com idade entre 25 e 49 anos (Ministério da Saude, 2009).
Segundo um estudo cléssico de Blicherl, os escorpifes apresentam prevaléncia importante na
regido metropolitana de Belo Horizonte, a qual foi construida sob solo escorpionifero
(Bucherl, 1969). Dos 15.996 acidentes relatados na regido Sudeste em 2008 (TABELAL),
9.594 ocorreram em Minas Gerais (Figs.1e2), e destes, aproximadamente 5.334, em Belo

Horizonte e grande BH (Secretaria de vigilancia epidemioldgica, Ministério da Saude, 2009).



Casos de acidentes por escorpides Regido Sudeste, 2000-2008
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FIGURA 2 — Casos de acidentes escorpidnicos na regido Sudeste, no periodo de 2000 a 2008.
Ministério da Saude, 2009

1.3 Mecanismos de a¢do das toxinas do veneno

A acdo do veneno inicia-se poucos minutos apés a picada (Freire-Maia e cols., 1994).
O veneno é uma mistura de diferentes substancias como histaminas, hialuronidases,
serotonina e citocinas , além de peptideos tdxicos que exercem suas a¢cdes em canais idnicos
dependentes de voltagem (sédio, potassio, célcio, cloreto) ocasionando um aumento da
excitabilidade celular e consequente liberagéo de neurotransmissores (Becerril e cols., 1997).
H& uma abertura prolongada dos canais idnicos aumentando a excitabilidade celular. Ocorre
uma liberacdo macica de epinefrina, norepinefrina, acetilcolina que sdo responsaveis pelas
principais manifestacdes clinicas do escorpionismo (Magalh&es e cols., 1999; Kalapothakis e

Chaves-Olortegui, 1997; Diaz-Cueto e cols., 2001; Cupo e cols., 1994).
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A peconha do Tityus serrulatus contém dois principais tipos de neurotoxinas que
atuam em sitios especificos de canais de sodio dependentes de voltagem (Barhanin e cols.
1982). Elas podem ser do tipo alfa e do tipo beta.

A TsTX, uma toxina do tipo alfa, € uma proteina bésica de 63 aminoécidos totalmente
sequenciada,, com massa molecular estimada em torno de 7200Da (Sampaio e cols., 1983).
Liga-se ao sitio 03 dos canais de sddio dependentes de voltagem (Barhanin e cols., 1982).A

estrutura geral preconizada para os canais de sodio estd mostrada na Figura 3.

: :

FIGURA 3 — Topologia de um Canal de Sédio Dependente de Voltagem-CSVD.

Na letra A, vemos a subunidade a do canal, com seus 4 dominios (I a IV), cada um
deles com 6 segmentos transmembrana (S1 a S6). Na letra B, vemos esses 4 dominios
circundando o poro do canal. Na letra C, estdo esquematizados os sitios para a ligacdo a esses
canais, sendo que o 3 é o de ligacdo da TsTX. Figura extraida e adaptada do trabaho de Denac
e cols. (2000).

11



Fatani e cols. (2000) mostraram que a lignocaina, a qual bloqueia os canais de sodio
dependentes de voltagem, foi eficiente em atenuar sintomas depois do envenenamento
escorpidnico em coelhos, reduzindo a letalidade.

A TsTX age retardando a inativacdo destes canais, de forma que eles permanecem
abertos por um tempo maior que o habitual, aumentando a permeabilidade da membrana ao
sodio. Sob certos aspectos, esta acdo pode mimetizar os efeito da estimulacdo elétrica em
neuronios (Warnick e cols., 1976), aumentando a liberacdo de neurotransmissores em uma
variedade de preparagdes teciduais: glutamato (Romano-Silva e cols., 1994, Massensini e
cols., 1998), acetilcolina (Casali e cols., 1995), GABA (Dorce e Sandoval, 1994) ou
dopamina (Fernandes e cols., 2004). A constante de dissociacdo (Kd) do complexo TsTX-
canal de sédio dependente de voltagem esta em torno de 30 nM (Barhanin e cols., 1982),
apresentando uma menor afinidade do que toxinas escorpionicas do tipo beta (T,VIII).
Estudos mostram que venenos com maiores concentracfes da toxina do tipo alfa sdo mais
letais (Kalapothakis e Chavez-Oldrtegui, 1997).

A T.VIII, uma toxina do tipo beta, € uma proteina béasica, composta por 61
aminoacidos com massa molecular em torno de 6675Da (Sampaio e cols., 1983). Liga-se ao
sitio 4 dos canais de sddio dependentes de voltagem. Age aumentando a probabilidade de
abertura desses canais em potenciais transmembranicos mais negativos (Vijverberg e cols.,
1984). Essa mudanca aumenta a ocorréncia de potenciais de acdo com despolarizagdes
menores de membrana, podendo haver disparos espontaneos. Esse complexo proteina —
receptor possui uma estabilidade muito grande, apresentando uma constante de dissociacao

em torno de 2.3 a 5.5 pM (Barhanin e cols., 1982).
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1.4 Biodistribuicéo e parametros farmacocinéticos do veneno e da TsTX

Uma distribuicdo rapida do veneno do escorpido é alcancada em todos os 6rgaos e
tecidos apos sua inoculacdo. Quando injetado por via intravenosa (i.v.) em animais adultos,
atinge uma concentragdo maxima tecidual em 30 minutos (Ismail e Abdelsalam, 1988).

Tém sido demonstradas diferencas nos parametros farmacocinéticos do veneno em
diferente faixas etérias. Animais em desenvolvimento apresentam uma maior e mais rapida
distribuicdo organica da toxina TsTX, bem como uma velocidade mais lenta de eliminagdo,
guando comparados com animais adultos (Nunan e cols., 2003; Santana e cols., 1996). Esses
resultados aliados ao fato de que a barreira hemato-encefalica é mais permeével em animais
em desenvolvimento (Schulze e Firth, 1992), explicam as diferencgas parcialmente observadas

em criancas e adultos apds o envenenamento escorpidnico.

1.5 Papel da TsTX no sistema nervoso central

As criangas desenvolvem sintomas mais graves de envenenamento, como
manifestacBes cardiovasculares e neuroldgicas importantes, assim como maior potencial de
evoluir para o 6bito (Sofer e Gueron, 1998; Ismail, 1995; Diaz e cols., 2005; Vidal e cols.,
2004; Roodt e cols., 2003).

A via de administracdo da TsTX é relevante na determina¢do dos sintomas. Mesquita e
cols., (2003) mostraram que a injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) da TsTX conduzia ao
envenenamento escorpionico severo na mesma dose na qual ndo tinha sido observados efeitos
quando injetada por via venosa. Por outro lado, Mesquita e cols.(2002), tambem mostraram
que a injecdo intra-muscular (i.m.) de fenobarbital, um agonista gabaérgico, foi capaz de
bloquear o edema induzido pelas injecbes i.c.v. de TsTX sugerindo um importante efeito
dessa fracdo da toxina do veneno do escorpido Tityus serrulatus sobre o sistema nervoso

central. Todos esses dados corroboram que a agédo tdxica da TsTX no sistema nervoso central
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desempenha um importante papel no envenenamento escorpiénico grave, assim como sua
relacdo de maior gravidade dos envenenamentos em individuos com a barreira
hematoencefélica em desenvolvimento ou comprometida (Guidine e cols., 2008). Assim,
drogas neurotropicas tendo como alvo a inibigdo da excitabilidade neural ou mesmo os canais
de sodio dependentes de voltagem, os quais sdo alvos da TsTX, podem atuar como agentes
terapéuticos no tratamento do envenenamento escorpionico grave (Guidine e cols., 2008).
Embora, na literatura existam varios estudos referindo-se aos efeitos centrais e
periféricos do envenenamento escorpiénico, Santana e cols.(1996), estudando os efeitos do
veneno bruto do escorpido Tityus serrulatus (5ug/100g, s.c.) em animais anestesiados,
relataram o achado de edema unilateral sem a presenca de disfuncdo cardiaca, a qual

corrobora a teoria do efeito central do veneno (Santana e cols., 1996).

1.6 Tratamento do escorpionismo

O soro antiescorpibnico € adotado no envenenamento grave e é indicado em 10% dos
casos, sendo motivo de controvérsias nos Gltimos anos. O guestionamento acerca da eficacia
da soroterapia antiescorpionica baseia-se no fato de que as imunoglobulinas constituintes do
soro possuem peso molecular elevado, exibindo absorcdo e distribuicdo lentas (Abroug e
cols., 1999; Hamed , 2003; Tarasiuk e cols., 1998). Em contraste, estudos mostraram que as
toxinas constituintes do veneno, que possuem baixo peso molecular, sdo absorvidas e
distribuem-se rapidamente para os 6rgaos e tecidos, com uma meia vida estimada em 2 a 6
minutos e uma concentracdo tecidual maxima atingida 30 minutos apos a injecéo i.v. (Ismail e
Abdelsalam, 1988).

Tarasiuk e cols (1998) mostraram que a administracdo simultdnea do veneno do
escorpido Leiurus quinquestriatus e do soro antiescorpidnico atenuaram os distarbios

hemodinamicos normalmente evocados pelo veneno. Entretanto, um retardo na infusdo da
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terapia por 20-60 minutos ndo foi eficaz na atenuacdo desses efeitos. Por outro lado, Krifi
colaboradores também ndo encontraram efeitos benéficos quando esse tratamento foi
administrado (i.v.), a partir de 15 minutos apds a injecdo do veneno (Krifi e cols.,1998).

Outros estudos (Abrough e cols.,1999), relataram né&o efetividade na atenuacdo dos
sintomas ap6s a administracdo da soroterapia antiescorpinica em pacientes apos
envenenemento escorpidnico, independente da gravidade clinica.

Assim, a soroterapia antiescorpionica parece ser eficaz somente quando administrada
precocemente a inoculagdo do veneno, em virtude de seus parametros farmacocinéticos
peculiares. Um outro fator a ser considerado é que esse tratamento somente € encontrado em
algumas unidades de salde de grandes centros. Em Belo Horizonte, o Unico hospital que
possui e administra 0 soro antiescorpiénico é o Hospital de Pronto Socorro Jodo XXIII
(Soares e cols., 2002). Além disso uma das dificuldades encontradas no tratamento do
escorpionismo é o diagndstico, muitas vezes tardio e impreciso (Chavez Olortegui et al.,
1994).

Associada ou ndo a terapia antiescorpibnica, € empregada uma terapia adjunta /
alternativa que trata a sintomatologia decorrente do envenenamento. De acordo com a mesma
sdo empregados apenas analgésicos e antiinflamatdrios nos casos mais leves, e em situacfes
de comprometimento mais grave, a terapia consiste em medidas de suporte ventilatério e
hidroeletrolitico, drogas antiarritimicas, antinflamatdrios, analgésicos, anticonvulsivantes,
antieméticos, antipiréticos, antihistaminicos, dentre outros, variando com o0 quadro
sintomatico apresentado pelo paciente (Hamed, 2003; Januario e Campolina, 1996).

Tem sido empregados alguns anticonvulsivantes no envenenamento escorpidnico
como fenobarbital e alguns benzodiazepinicos. Essas drogas agem potencializando as sinapses

gabaérgicas, através do aumento da condutancia ao cloreto, em detrimento das sinapses
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glutamatérgicas. O diazepam é mais utilizado que o fenobarbital, ja que esse ultimo pode
induzir depressao respiratoria (Hamed, 2003)

Estudo recente demonstrou, atraves da utilizacdo da carbamazepina (CBZ), uma nova
proposta de tratamento apds envenenamentos escorpidnicos graves experimentais, a qual
reduziu a letalidade nos casos de envenenamento severos (Guidine e cols.,, 2008). A
carbamazepina € uma droga que reduz a excitabilidade neural por modular a atividade os
canais de sddio dependentes de voltagem sendo eficaz contra os sintomas observados apos a
injecdo i.c.v. de TsTX. Este trabalho sugere que a morte por envenenamento escorpidnico €
primariamente uma consequéncia da acdo do veneno no sistema nervoso central que sua acéo

periférica.

1.7 Barreira Hematoencefalica

A barreira hematoencefalica (BHE) é uma estrutura funcional complexa composta de
células endoteliais, pericitos, terminacfes astrocitéarias e células neuronais (Fig.4). Consiste
em uma estrutura especializada responsavel pelo fluxo seletivo de substancias entre o sangue
e o0 cérebro. A permeabilidade seletiva da BHE € crucial para a manutencao da homeostase no
microambiente cerebral, e alteracdes na barreira podem estar envolvidas em muitos processos
fisiopatolégicos. A caracteristica morfoldgica principal dessa barreira € a presenca das
chamadas juncbes de adesdo, do inglés - “thight junctions”’- que estdo presentes entre as
células endoteliais e entre as células epiteliais do plexo cordide. Essas jun¢des estdo presentes
em vasos sanguineos desde o cérebro fetal e séo efetivas em restringir a entrada de proteinas
do sangue para o cérebro e fluido cérebro espinhal. Entretanto, algumas caracteristicas das

junc@es parecem surgir durante o desenvolvimento cerebral dos mamiferos (Saunders, 1992).
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FIGURA 4: Estrutura da barreira hematoencefalica.

Experimentos classicos com a barreira envolvem a injecdo de corantes (como por
exemplo, azul de tripan) e mostram que embora o corante penetre na maioria dos tecidos do
corpo ele ndo cora o cérebro. Desta observacdo, surgiu a nocdo de que o cérebro seria
protegido por uma barreira (Davson, 1995). Experimentos envolvendo a injecdo de corantes
em animais imaturos foram primeiro desenvolvidos por Wislocki e colaboradores (Wislocki e
cols.,1920). Posteriormente, numerosos experimentos utilizando proteinas ou outros corantes
mostram a fragilidade (ruptura) da mesma em animais jovens (Moos e Morgan, 1999).

Estudos anteriores demonstraram a presenca de toxina marcada do escorpido

Androctonus australis hector (Aahll), que também atua nos canais de sodio dependentes de
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voltagem, no cérebro de camundongos recém nascidos e com 3, 7 e 14 dias de vida, apés
injecdo sub-cutédnea, sugerindo que nesta fase do desenvolvimento a barreira ndo estaria
completamente desenvolvida (Clot-Faybess e cols., 2000). Adicionalmente, depois da injecéo
sub-cutanea da TsTX , Nunan e colaboradores mostraram a presenga de toxina TsTX,
marcada no cérebro de ratos jovens, e sugeriram um aumento da permeabilidade da barreira
hemato-encefalica (BHE) & TsTX de oito vezes em ratos em desenvolvimento, quando
comparados com animais adultos (Nunan e cols.,2003).

Outros estudos mostraram que a injecdo i.c.v. da toxina produzia sintomas,
normalmente observados no envenenamento escorpidnico grave (Mesquita e cols.,2003).

Todos esses dados sugerem que gravidade dos envenenamentos em individuos jovens
pode estar diretamente associada a passagem da toxina para o sistema nervoso central, através
da barreira hematoencefalica imatura.

Em condi¢Bes inflamatérias, a permeabilidade da barreira pode ser alterada,

permitindo o desenvolvimento de resposta imune no SNC (Adams e cols., 2002).

1.8 Envenenamento escorpibnico versus Inflamacao

Dados da literatura demonstram uma acdo inflamatdria sistémica do veneno do
escorpido Tityus serrulatus, porém ndo existem dados que demonstrem um processo
inflamatorio central (D’Suze e cols.,2003; Fukuhara e cols.,2003; Magalhaes e cols., 1999;
Petricevich e cols.,2004; Nencioni e cols.,2009).

Diversos estudos tém enfatizado a relevancia da liberagdo de mediadores inflamatorios
na fisiopatologia do envenenamento escorpiénico (Meki and Mohey El-Dean, 1998). O edema
pulmonar induzido pela injecdo intravenosa (0.5mg/kg, i.v.) do veneno bruto do escorpido
T.serrulatus parece estar relacionado com a liberacdo de mediadores mastocitarios, os quais

aumentam a permeabilidade vascular (De Matos e cols.,1997).
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Citocinas sdo produzidas por células imunes e ndo imunes, quando estas células sao
submetidas a alteracbes no ambiente celular e injarias variadas, mediando as mais diversas
fases do processo inflamatério. As citocinas desempenham um importante papel na
fisiopatologia dos envenenamentos escorpiénicos podendo ndo s6 serem responsaveis pelas
manifestacBes sistémicas assim como pela faléncia de o6rgdos (Lomonte e cols., 1993;
Magalhées e cols.1999; Petricevich, 2004).

Em estudos recentes (Fukuhara, e cols., 2004) tém-se demonstrado a participacdo de
citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF), na fisiopatologia do envenenamento
escorpidnico.

O aumento dos niveis de interleucinas (membro do grupo de citocinas) em pacientes
picados por escorpides da espécie T.serrulatus, sugere a ocorréncia de uma sindrome
semelhante a resposta inflamatoria sistémica (Fukuhara, e cols., 2003; D’Suze e cols., 2003).
Magalhdes e colaboradores avaliando dezessete casos de envenenamento escorpidnico entre
leves e graves, observaram um aumento significativo nos niveis séricos de citocinas pro-
inflamatorias. A presenca de citocinas inflamatdrias, interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-
6) e interferon gama (IFN-y), em amostras de sangue, foram significativamente maiores nos
acidentes escorpionicos graves (Magalhé&es e cols.,1999).

Poucos estudos tém focado no estudo das citocinas e outros agentes inflamatérios e
sua relacdo com a gravidade do acidente escorpidnico. Estudos anteriores, demonstraram
aumento significativo dos niveis séricos de TNF-a e IL-6 nos casos (Sofer e cols., 1996;
Fukuhara e cols., 2003). Recentemente, Bahloul e colaboradores sugeriram que a gravidade
do acidente escorpidnico estaria relacionada ndo sO a disfuncdo cardiaca causada pela
liberacdo de catecolaminas mas também pela presenca de citocinas e/ou neuroropeptideo Y

nos vasos coronarianos (Bahoul e cols., 2005).
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O envolvimento de células do sistema imune em alteragdes fisioldgicas observadas
apoOs envenenamento, comecou a ser estudado na década de 70. Envenenamentos por outras
espécies de escorpido conduzem a coagulacdo intravascular disseminada e agregacéao
plaquetéria (Devy e cols., 1970; Reddy e cols., 1972; Hamilton e cols., 1974; Longenecker
and longenecker, 1981). Considerando esses dados, sugere-se que uma acdo da epinefrina
liberada secundariamente ao envenenamento conduziria a leucocitose e agregagédo plaquetaria,
contribuindo para sindrome de coagulagdo intravascular disseminada. (Longenecker and
Longenecker, 1981; Beker e cols.,1983).

Nencioni e colaboradores, relatam que a despolarizacdo causada pelo reconhecimento
e ligagdo das toxinas escorpiOnicas (a-toxinas, B-toxinas, as toxinas dos canais de sodio-
NaTx, as toxinas dos canais de potassio-Ktx, toxinas dos canais de Caélcio) a seus sitios de
ligacdo causa uma cascata de eventos inflamatorios como ativacdo do sistema de
complemento e liberacdo de quimiocinas inflamatorias (RANTES) , as quais causam uma
variedade de manifestacBes secundarias, conduzindo a morte ap6s a injecdo do veneno
(Nencioni e cols., 2009). As células residentes no SNC, como astrocitos, oligodendracitos,
microglia e neurdnios, quando recebem um estimulo inflamatério sdo capazes de expressar
receptores funcionais de quimiocinas (Biber e cols., 2003).

Recentemente, demonstrou-se que apds acidente escorpibnico grave, as criangas
apresentam ndo s6 um aumento significativo de IL-6, do receptor soltvel de IL-6 (sIL-6), e de
TNF-0, mas também da quimiocina RANTES (Abdel-Haleem e cols.,2006). RANTES tém
sido encontrado em associacdo com o infiltrado inflamatorio e esta relacionado com a
patogénese dos processos inflamatdrios em envenenamentos (Krensky, 1999).

Outro parametro associado a resposta inflamatéria e avaliado ap6s envenenamentos
escorpibnicos € a contagem de leucocitos no sangue. Em amostras de sangue de criangas

observou-se um significativo aumento de leucocitos ap0s envenenamentos escorpiénicos
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leves, moderados e graves (Abdel-Haleem e cols., 2006) . Esta alta contagem de leucdcitos
pode ser explicada, em parte, pela grande liberacdo de catecolaminas induzida pelo veneno, as
quais induzem a leucocitose e também a liberacdo de IL-6 que apresenta efeitos
hematopoiéticos estimulantes (Dietch, 1992). As citocinas inflamatdrias estimulam a
leucocitose e a agregacdo plaquetaria e leucocitaria nos sitios de injuria (Hirano e cols., 1990).
A leucocitose no envenenamento grave pode estar associada a liberagdo de radicais livres
(&nions super 6xidos) pelos leucdcitos ativados o que levaria a uma hipdxia tecidual na
microcirculacdo e culminaria com o quadro de faléncia multipla de érgdos( Hirano e cols.,
1990). Estudos demonstraram que todas as vitimas de envenenamento escorpiénico
apresentavam leucocitose na admissao hospitalar (Sofer e cols., 1996; Abdel-Haleem e cols.,
2006). A TsTX relaciona-se com outras manifestacfes sistémicas, como edema pulmonar,
hemolise, leucocitose, entre outras alteracOes clinicas, presentes no envenenamento moderado
a grave (Bertazzi e cols., 2003).

Assim, o envenenamento escorpionico parece envolver a proliferacdo e ativacdo de
células do sistema imune periféricas, com liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, fatores
quimiotaticos, e outros mediadores vasoativos.

Portanto, observa-se uma acdo importante do veneno do escorpido na cascata
inflamatéria agindo ndo sé como agente neurotrépico mas também imunomodulador.

(Fassbender e cols., 1993).

1.9 Mediadores inflamatérios e recrutamento leucocitario

Sob condi¢Bes normais, os leucdcitos sdo mantidos no interior dos vasos sanguineos,
onde o fluxo é rapido. Durante uma resposta inflamatdria, ocorre a expressdo sequencial de

diferentes moléculas de adesdo no endotélio, envolvidas no recrutamento de leucécitos do
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sangue para o espago intersticial. E um processo multifasico, envolvendo uma seqiiéncia de
etapas controladas por moléculas de adesdo, fatores de ativacdo e quimiocinas. As etapas da
migracdo celular ocorrem geralmente nas vénulas pds — capilares e consistem de um contato
inicial de leucdcitos com a parede do vaso, rolamento destes ao longo do endotélio, seguido
de uma adesdo firme e migracdo trans-endotelial (Figura 5) (Piccio e cols.,2002). O termo
recrutamento de leucdécitos abrange todos os eventos que mobilizam a saida de leucdcitos
circulantes para o tecido inflamado.

Nas ultimas décadas, os mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas interacGes
leucdcito-endotélio tém sido largamente investigados nos mais diversos tecidos e condigdes
inflamatorias. A utilizagdo da técnica de microscopia intravital para avaliar o recrutamento
celular em modelos inflamatérios tem ampliado as informacgdes a respeito deste processo
(Ley, 2001). Entretanto, deve-se salientar que a primeira descricdo do recrutamento de
leucdcitos durante o processo inflamatdrio, através da microscopia intravital, foi realizada ha
mais de um século por Cohnheim (Cohnheim, 1877 citado por Kubes &Kerfoot, 2001).

O mecanismo de rolamento é mediado por uma familia de moléculas de adesdo,
glicoproteinas conhecidas como seletinas ( P-seletina, E-seletina e L-seletina), que promovem
uma fraca ligacdo inicial dos leucdcitos as vénulas nos sitios de inflamag&o (Kerfoot &Kubes,
2002). Com o fluxo sangtiineo, apds um primeiro contato com a parede do vaso, o0s leucécitos
diminuem sua velocidade e comecam a rolar ao longo da superficie endotelial, o que favorece
as interagOes leucocito-endotelio (Kubes&Kerfoot, 2001). Posteriormente, os leucocitos
podem ser ativados através da mudanca conformacional das integrinas, moléculas presentes
em sua superficie celular, (CD11/CD18, VLA-2, VLA-4,04187, a3f81) e, consequentemente
podem aderir de forma estavel ao endotélio via membros das superfamilias das
imunoglobulinas (ICAM, VCAM, PECAM, MAdCAM) (Keefoot&Kubes, 2002; Kubes,

2002).
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A Ultima etapa é a migracdo dos leucdcitos através de espagos inter-endoteliais para o
tecido extravascular, o que requer uma reorganizacdo do citoesqueleto, com formacdo e
retracdo dos pseudopodes. Moléculas presentes em juncdes intercelulares do endotélio, como
PECAM-1(CD-3), também estdo envolvidas na migracdo.Uma vez no tecido conectivo, 0s
leucdcitos aderem a matriz extracelular via integrinas 81 e CD44 (Kerfoot&Kubes,2002).

O recrutamento de leucdécitos também envolve a participacdo de quimiocinas, que
agem sobre a expressdo de moléculas de adesdo e estdo envolvidas na migracdo dirigida das
células através de um gradiente de concentragdo (Ono e cols., 2003; Springer, 1995; Butcher
and Picker, 1996).

As quimiocinas produzidas pelas células endoteliais ligam-se a moléculas de
proteoglicanos, ambos na matriz extracelular e na superficie endotelial, propiciando um

ambiente favoravel ao recrutamento e migracao de leucocitos (Springer, 1996).

Endotélio Selectinas

IR
melocmas:

FIGURA 5: Mecanismo de recrutamento de leucécitos.
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2 JUSTIFICATIVA

As toxinas de escorpido sdo ferramentas preciosas para entender o mecanismo de
resposta neuronal excitatdria e/ou inibitdria. O escorpido T. serrulatus é considerado uma das
espécies mais perigosas para os humanos no Brasil. A injecdo de veneno de escorpido em
animais de experimentacdo produz sinais sistémicos e sintomas similares aqueles
apresentados por intoxicagdo de humanos: hipertermia, agitacdo psicomotora, salivacéo,
lacrimacdo, aumento da motilidade gastrointestinal, arritmias cardiacas e respiratérias,
hipertensao arterial, insuficiéncia cardiaca, edema pulmonar e choque (Freire-Maia e Campos,
1989) .

Estudos recentes tem sugerido uma hipotese neurogénica para as manifestacdes
clinicas sistémicas, observadas apds envenenamento escorpionico severo.

Por outro lado, ha evidéncias que o edema pulmonar desencadeado ap6s administracéo
de veneno de escorpido T. serrulatus, estd associado a ativacdo de uma cascata inflamatoria
com liberagdo de mediadores, tais como PAF, leucotrienos, prostaglandinas, e citocinas.

Embora j& saibamos que o veneno bruto apresenta acdo neurotdxica central, e também
é capaz de estimular a funcdo imune sistémica, ndo ha dados da literatura que demonstrem
que acoplado aos efeitos neurotdxicos exista uma resposta inflamatoria local, isto é,
neurovascular.

Neste trabalho, foram avaliados diferentes aspectos moleculares e celulares de uma
possivel resposta inflamatoria cerebral apos intoxicacdo experimental por TsTX, em ratos
jovens, tais como: recrutamento de leucocitos, alteragdo da barreira hematoencefalica,
alteracdes neuromorfoldgicas e vasculares, e niveis de mediador inflamatdrio.

A avaliagdo da resposta inflamatoria cerebral poderd contribuir para elucidar os
mecanismos de comunicagdo neurdnio-células do sistema imune induzidos pela TsTX em

individuos jovens.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da toxina TsTX, em doses letais e sub-letais, na microcirculacao cerebral de

ratos jovens.

3.2 Objetivos Especificos

« Avaliar a toxicidade de diferentes dosagens de TsTX em ratos jovens;

« Avaliar in vivo os processos de rolamento e adesdo de leucocitos no endotélio vascular da
pia-mater ap0s a administracdo sub-cutdnea da toxina, em doses letais e sub-letais, em
diferentes periodos de tempo, através da técnica de microscopia intravital;

* Determinar as alteragdes histopatologicas cerebrais € o dano neuronal nos animais
intoxicados e nos controles para cada dosagem de TsTX injetada e para cada periodo de
tempo avaliado;

* Quantificar as possiveis alteracdes na permeabilidade vascular da BHE acarretadas pela
TsTX em ratos jovens;

« Quantificar a sintese protéica do TNF alfa, em animais controle e intoxicados com dose letal
e sub-letal;

* Correlacionar a intoxicagdo com doses sub-letais e possivel retardo no ganho ponderal dos

animais.
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4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS:

4.1 Considerac6es Gerais

Em todos os protocolos realizados, a toxina foi injetada em duas diferentes doses,
2DL50 e ¥ da DL50, de acordo com o trabalho de Nunan e colaboradores (Nunan e cols.,
2001). Seus efeitos sobre os animais foram avaliados em diferentes tempos para a dosagem de
Y, da DL50. A dose de 2DL50 corresponde a duas vezes a dose para matar 50% dos animais.
A injecdo de 2DL50 por via subcutanea induz o 6bito em 30 minutos. Dessa forma, utilizamos
a dosagem de ¥ da DL50, por ser uma dose em que 0S animais permanecem Vivos por um
tempo maior, possibilitando uma melhor avaliacdo dos parametros imunofisioldgicos
propostos. Inicialmente, descreveremos os protocolos realizados com a dose de 2DL50,
seguidos dos mesmos protocolos com ¥ da DL50, com avaliacdo dos efeitos em diferentes
tempos apos a injecdo de TsTX. A DL50 corresponderia aproximadamente a uma dose de

3mg/kg de toxina necessario para matar 50% da populacdo de animais.

4.2 Protocolos Para 2DL50 e ¥4 da DL50

4.2.1 ANIMAIS

Em todos os protocolos, utilizamos ratos Wistar machos, pesando entre 35-50g, com
21 dias de idade, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas
(CEBIO-ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram
mantidos com a mée, permanecendo em amamentacdo exclusiva até 21 dias de vida. A rata
progenitora recebeu agua e racdo ad libitum. Os animais foram distribuidos em grupos de seis
animais/gaiola. Foram mantidos “a temperatura de 22°C (£ 1°), em ciclo claro escuro de 12
horas (8:00 as 20:00). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal (CETEA), protocolo nimero 005/09.
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4.2.2 TITYUSTOXINA (TsTX)

A toxina utilizada neste estudo, a TsTX, foi obtida a partir do veneno bruto do
escorpido T. serrulatus, de acordo com a metodologia descrita por Sampaio e cols. (1983). A
toxina foi gentilmente cedida pelo Professor Dr. Tasso Moraes-Santos, do laboratorio de
Nutricdo Experimental da Faculdade de Farmécia da UFMG.

A toxina, na forma liofilizada, foi diluida em solu¢éo salina (0,9%). Sua concentragdo
foi determinada através da espectrofotometria (absorbancia 280 nm), em duplicata, para
diluicbes de 1/50 e 1/25. A constante de conversdo (0,48) foi obtida pelo método de dosagem
de proteinas descrito por Lowry e colaboradores ( Lowry e cols., 1951). A toxina foi injetada
por via subcutanea (s.c.) nas doses de 6 mg/Kg (2DL50) e de 0,75mg/kg (¥4 da DL50) , doses

letais e sub-letais, respectivamente.

4.3 Microscopia Intravital

Utilizamos 12 ratos Wistar, subdivididos em 2 grupos experimentais: 6 animais
injetados com salina (grupo controle) e 6 animais injetados com TsTX (grupo TsTX;
2DL50)., Os animais do grupo controle receberam, pela via s.c., 0 mesmo volume de salina
correspondente ao volume de toxina injetado nos animais envenenados (0,1ml).

Para a visualizacdo da microvasculatura cerebral por microscopia intravital,
realizamos as seguintes etapas: anestesiamos 0s animais via i.p. com uma mistura de Xilazina
(10 mg/kg, Rompun®, Bayer) e ketamina (150 mg/Kg, Laboratério Cristalia, SP). A veia da
cauda foi canulada para a administracdo do corante rodamina 6G (SigmaPharm, SP) e
volumes adicionais de anestésico, quando necessario. A rodamina 6G é um corante
fluorescente, com a habilidade de marcar mitocondrias de leucdcitos e plaquetas
seletivamente. Devido a esta propriedade, o corante tem sido usado para o estudo de

leucocitos em ensaios de microscopia intravital, com o objetivo de examinar a cinética in vivo
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destas células, mesmo na presenca de uma alta velocidade de fluxo. A temperatura corporal
dos animais foi continuamente monitorizada com um sensor e mantida a 37°C com uma
manta térmica (Fine Science Tools, Canadd), posicionada em contato com o corpo do animal.
A craniotomia foi realizada na regido parietal utilizando uma mini-broca (Dremel, USA). A
dura-méter e a aracndide foram removidas, sendo formada uma janela para a visualiza¢do dos
vasos sanguineos da pia-mater. Este procedimento ndo rompe a barreira vascular cerebral. A
superficie cerebral dos animais foi continuamente superfundida com uma solucdo de fluido
cerebroespinhal (aCSF) artificial a temperatura de 37 °C, pH 7,35, que mantém a preparacao
estavel, sem evidéncia de inflamac&o no nivel basal.

Um microscépio (Zeiss Imager M.2), com objetiva 20X-LD, foi utilizado para
observar os eventos microcirculatorios nos vasos da pia-mater. Apos a localizacdo dos vasos
que foram estudados, injetamos uma pequena quantidade (0,5 mg/kg) da rodamina 6G (i.v.).
A fluorescéncia associada a rodamina 6G foi visualizada com epi-iluminagdo a 510-560 nm
usando-se um filtro de emissdo de 590 nm. O ndmero de leucdcitos em rolamento e ades&o foi
determinado em uma area determinada (100 um). O rolamento de leucécitos € definido como
células se movendo a uma velocidade menor do que o fluxo sangliineo. Os leucdcitos sdo
considerados aderidos quando permanecem estacionarios ao endotélio por um periodo de 30
segundos (Figura 6). O rolamento, por ser um processo dindmico, foi expresso como numero

de células/minuto. A adeséo leucocitéria foi expressa como células aderidas por area (100um).
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FIGURA 6: Imagem do recrutamento de leucécitos em vivo por microscopia intravital
da microcirculagéo cerebral. (objetiva 20X LD).

4.4 Histologia ( Hematoxilina - Eosina e Cresil violeta)

Os cérebros dos animais utilizados para a microscopia intravital, seis controles e seis
injetados com doses letais de TsTX, foram imediatamente retirados e preservados em formol.

Para avaliar a cinética das alteracdes histopatoldgicas cerebrais nos animais que
receberam TsTX e animais controle, os cérebros foram coletados e fixados por imersdo em
solucdo de formol tamponado a 4%, pH 7.2, com o objetivo de preservar a morfologia e a
composicao do tecido. Apds o periodo de fixacdo, os tecidos foram recortados e seccionados
transversalmente. A cada animal foi dado um codigo que apenas foi revelado ao final de todas
as andlises. A coloracdo HE foi realizada nas laminas com cortes do tecido cerebral (6pum
espessura) para uma observacao geral das alteracdes histopatologicas.

Além da coloracdo HE, foi realizada a coloracdo pelo método do Cresil Violeta no
tecido cerebral, o qual permite a identificacdo do dano neuronal. Para a realizacdo desta
coloracéo, as laminas foram desparafinizadas e hidratadas, assim como na coloragéo pela HE.
Depois, foram coradas pelo Cresil Violeta por dez minutos e diferenciadas em solucdo tampéo
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acido acetico/acetato, por tempo variavel (observacgdo visual) até a descoloracdo parcial das
estruturas. Em seguida, as laminas foram colocadas na estufa a 60 °C para secagem e

montagem.

4.5 Dosagem dos niveis de TNF-a cerebral por ELISA

45.1 PREPARO DO HOMOGENATO DE CEREBRO DE RATO

Utilizamos 12 ratos Wistar, divididos em 2 grupos: 6 ratos injetados com salina (grupo
controle) e seis ratos injetados com TsTX (grupo TsTX). Imediatamente apds o Obito do
animal, que ocorria em media 27 a 30 minutos ap0s 0 envenenamento, 0s cerebros foram
removidos, pesados e colocados na solugdo para extracdo de citocina, contendo:

e 500 ml de PBS,

e 11,7 NaCl,

e 250ul de Tween 20,

e 25gdeBSA,

¢ 8,5 mg de PMSF(Phenil metil sulfonil Fluoride)
e 22,4 mg de cloreto de benzetbnio

e 186 mgde EDTA

e 10ul de aprotinina

A seguir, homogenizamos o tecido cerebral utilizando a solucéo para a extracdo de
citocinas (1,0 ml desta solucdo/100mg de cérebro). A continuagdo, centrifugamos o0s
homogenatos, a 10000rpm por 10 min, a 4°C. Coletamos o sobrenadante e estocamos a 20°C

até a realizacao do ensaio de ELISA.
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4.5.2 DOSAGEM DOS NIVEIS DE TNF-o. CEREBRAL POR ELISA

O kit para ELISA para dosagem da citocina TNF-a foi obtido da R&D Systems
(DuoSet) e utilizado de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo fabricante.
A concentracgdo da citocina TNF-o foi avaliada no homogenato de cérebro em diluicdo 1:3 em
PBS contendo 0,1% de soro albumina bovina (BSA). Em placa de 96 pocos (Nunc.
Immunosorb, Naperville), foram adicionados 100 pl/poco do anticorpo de captura, sendo este
especifico para a molécula e em concentracdo adequada. Esta solugdo permaneceu em contato
com a placa durante 18 h a 4°C e foi, posteriormente, lavada cinco vezes com PBS/Tween
0,1%, utilizando pipeta mulitcanal. Logo apds, foram adicionados 300 ul/pogo de solucdo de
bloqueio (PBS/BSA 1%). O tempo de bloqueio foi de duas horas sob agitacéo, a temperatura
ambiente. Transcorrido este tempo, houve nova lavagem da placa e 100 pl de cada amostra
foram adicionados a placa. Paralelamente, para o estabelecimento de cada curva padrao,
foram utilizadas diferentes diluicdes da citocina, a partir da concentracdo inicial de TNF-a,
2000 pg/mL. A placa foi incubada por mais 18 h a 4°C, e a seguir foi lavada e, a solucdo de
anticorpo de deteccgdo, biotinilado especifico para a molécula foi adicionado (100 pl/poco).
A placa foi incubada por uma hora e entdo lavada. Transcorrida esta etapa, foi adicionado em
cada poc¢o uma solugdo contendo estreptavidina ligada a peroxidase (HRP,Pharmingen). Apds
30 minutos a placa foi novamente lavada e entéo foi adicionado o tamp&o substrato contendo
fenilenodiamina (OPD,sigma) e H202 (Merck). Apo6s cerca de 30 minutos, a reacdo foi
interrompida com 50pl de &cido sulfdrico (H2SO4) 1M. O produto de oxidacdo do OPD foi
detectado por colorimetria em leitor de placas a 492nm (Molecular Devices, USA). A

concentracéo referente a amostra foi calculada a partir da curva padréo correspondente.
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4.6 Avaliacéo da permeabilidade vascular

Utilizamos 12 ratos Wistar, divididos em dois grupos, subdivididos da mesma forma
que nos protocolos descritos anteriormente.

Para a avaliacdo da permeabilidade da BHE, foi utilizado o corante azul de Evans
como um marcador do extravasamento de albumina, como descrito previamente por Belayev
e cols.,, (1996), em protocolo modificado. O método consistiu na determinagéo
espectrofotométrica da quantidade de azul de Evans extravasado para o parénquima cerebral.

Posteriormente, canulamos a veia da cauda e administramos 0,2 ml de Azul de Evans
(2%), por via i.v.. Ao final de meia hora, sacrificamos os animais e perfundimos 0s animais
através da veia da cauda, previamente canulada, com salina fisioldgica (5,0 ml por animal).
Retiramos o cérebro e o colocamos numa placa de Petri para secagem em estufa por 48 horas
a 40 °C. Em seguida, pesamos as amostras e acrescentamos 1ml de formamida para extracao
do corante por 48 horas. Quantificamos o corante extraido do tecido em leitor de ELISA
(650nm; Molecular Devices,USA) e determinamos a concentracdo através de uma curva
padrdo com concentracdo inicial 20 pg/ml de Azul de Evans. O resultado da leitura
espectrofotométrica foi normalizado e expresso em pg de Azul de Evans por 100mg de tecido

Seco.

4.7 Protocolos Para ¥ da DL50

ApoOs a injecdo de ¥ da DL50, observamos os sinais iniciais tipicos do
envenenamento, como erecdo de pélos, agitacdo e salivagdo, indicando a acdo toxica da
TsTX. Essa dose ndo é letal, o que nos permitiu realizar as analises em diferentes tempos apds
a injecdo da toxina. Os tempos padronizados para as analises foram quatro, oito e doze horas
apos o envenenamento. Assim, esses protocolos foram realizados com 36 ratos Wistar,

divididos em 6 grupos, injetados com salina ou TsTX e sacrificados 4, 8 ou 12 horas ap0s a
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injecdo (6animais em cada grupo). Este delineamento experimental pode ser visualizado no
diagrama | do apéndice I.

Adicionalmente, realizamos outro protocolo com essa mesma dose de TsTX (¥DL50),
mas com avaliacdo dos animais 7 dias ap0s a injecdo da toxina. Este experimento é descrito

separadamente ao final da parte metodologica.
4.7.1 MICROSCOPIA INTRAVITAL:

Ver descri¢do deste protocolo no item 4.3 dessa dissertacéo.
4.7.2 HISTOLOGIA (hematoxilixa-eosina e cresil violeta)

Utilizamos os mesmos animais do protocolo de microscopia intravital. Ver descri¢do

da metodologia no item 4.4 dessa dissertacao.

4.7.3 DOSAGEM DOS NIVEIS DE TNF-a. CEREBRAL POR ELISA
Ver descricdo da metodologia no item 4.5 dessa dissertacéo.

474 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR

Ver descricdo da metodologia no item 4.5 dessa dissertacéo.

4.8 Avaliacédo ponderal ao longo do tempo apos injecao de dose sub letal de
TsTX

Para este protocolo foram utilizados 10 ratos Wistar machos, e os animais foram
pesados durante 7 dias ap6s administragdo de TsTX, na dose de ¥ da DL50 e salina.

Os animais foram avaliados quanto a sobrevida e ao ganho de peso ao longo do tempo
apos receberem a TsTX em uma dose sub-letal. Padronizamos a idade de 14 dias para que 0s

animais recebessem a dose de ¥4 da DL50 via sub-cutanea e o sacrificio foi realizado no 21°
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dia de vida, data esta em que os animais encontram-se desmamados. Os animais foram
mantidos com a mde em amamentacao exclusiva, sendo o peso avaliado durante os sete dias,
tanto os animais controle quanto os animais injetados com TsTX, na mesma hora e sob as

mesmas condicoes.
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RESULTADOS
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5 Resultados

5.1 Microscopia Intravital na dose 2DL50

O grafico A na figura 7 mostra a adesao leucocitaria na microvasculatura da pia-mater
nos animais que receberam a TsTX na dose de 2DL50. Os animais foram avaliados nos
tempos 0, 10, 20 e 30 minutos apos a administracdo da TsTX. O tempo maximo de sobrevida
desses animais apds administracdo desta dose foi de 30 minutos.

Os animais intoxicados apresentaram o numero de leucécitos aderidos ao endotélio
dos vasos da pia mater (5,0 = 3,0 / 7,0 leucdcitos aderidos/100um/min) superior ao grupo
controle (salina) (0,00 £ 0,0 / 0,0 leucdtcitos aderidos/100um), sendo essa diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,0001) entre o grupo TsTX e o grupo controle. Porém nao
encontramos diferenca estatisticamente significativa entre os tempos 0, 10, 20 e 30 minutos (p
> 0,05).

O resultado no grafico B, mostra o perfil de rolamento de leucdcitos entre 0s animais
gue receberam salina e os que receberam TsTX na dose de 2DL50, e nos tempos 0, 10, 20 e
30 minutos. Observamos que o numero de leucécitos rolando neste periodo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre animais controle (0,1 = 0,0 / 0,0 leucdcitos
rolando/min) e os animais envenenados (1,0 £ 0,0 / 2,5 leucdcitos rolando/min); p<0,0001).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes tempos, com p>0,05.
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FIGURA 7 — Numero de leucocitos em processo de adesdo (A) e rolamento (B) na
microvasculatura da pia-mater de ratos Wistar machos com 21 dias de idade apos a
injecdo s.c. de TsTX (2 DL50).

Houve diferenca significativa para o rolamento e a adesdo leucocitaria entre 0s grupos

controle e TsTX (p<0,0001). Teste de Mann-Whitney, com p<0,05.
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5.2 Histologia (TsTX 2DL50)

Para avaliar as alteracGes morfologicas no cérebro de animais controle e tratados com
toxina, foi realizada a coloracdo de hematoxilina-eosina. Observa-se com a coloracdo de
hematoxilina e eosina, um discreto edema e congestdo focal no grupo TsTX 2DL50 diferente
do grupo controle (Figura 8). O parénquima cerebral ndo apresentou diferenca significativa no
infiltrado celular entre os grupos, ndo apresentando dados que justificassem fazer a coloragéo

de cresil violeta para essa dose.
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Controle TsTX

Meninge

Parénquima

FIGURA 8- Técnica de hematoxilina e eosina em ratos controle e intoxicados com TsTX
(2DL50).

As letras A, C e B, D referem-se a ratos Wistar de 21 dias injetados com salina e TsTX,
respectivamente. As letras A, B e C, D representam areas de meninge e parénquima,
respectivamente.
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5.3 Determinacdo de TNF-a por ELISA para a Dose de 2DL50

Considerando o aumento do recrutamento de leucdcitos na microcirculacdo cerebral
apos a injecao de TsTX na dose de 2DL50, foi realizada a quantificacdo cerebral da citocina
TNF-0, envolvida nos casos de envenenamento escorpidnico, e associada a expressao de
moléculas de adeséo celular .

A quantificacdo protéica do TNF-a no homogenato de cérebro, ap0s a inje¢do s.c. de
TsTX ou salina, em ratos Wistar machos com 21 dias de vida (n=6/grupo) foi realizada
através do método de Elisa. Ndo foi observada diferenca significativa na producdo dessa
citocina nos homogenatos de cérebro no grupo toxina em relacdo ao grupo controle (salina),

com p> 0,05 (Figura 9).
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FIGURA 9 — Niveis de concentracao da citocina TNF-a em sobrenadante de homogenato
de cérebro de ratos (n=6) Wistar machos com 21 dias de idade que receberam salina e

co- TNF-a: 2DL50

TNF-a pg/ml
B = N
o g o
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TsTX (2DL5O0, s.c.).
Os resultados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney, com p > 0,05.
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5.4 Avaliacdo da Permeabilidade Vascular

Os ratos Wistar, machos, (n=6/grupo), com 21 dias de vida, receberam TsTX (2DL50)
ou salina (Figura 10). Através da quantificacdo do extravasamento do corante azul de Evans
para 0 parénquima cerebral pode-se avaliar indiretamente o grau de permeabilidade da BHE.
Os animais intoxicados receberam azul de Evans, pela veia da cauda, concomitante a injecéo
s.c. da toxina.Através da determinacdo espectrofotométrica da quantidade de azul de Evans
presente no parénquima cerebral, observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos controle e tratado com TsTX (2DL50), p=0.0952.
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FIGURA 10 — Concentragdo do corante azul de Evans extravasado para o parénquima
cerebral de ratos Wistar machos com 21 dias de vida(n=6/grupo) apos a injecao de TsTX
(2DL50).

Os resultados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney p > 0,05.
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5.5 Microscopia Intravital %DL50

Na figura 11A observa-se a adesdo leucocitaria na microvasculatura da pia-mater nos
animais que receberam a TsTX na dose de ¥DL50. Os animais foram avaliados nos tempos 4,
8 e 12 horas ap0s a administracdo da TsTX. Os animais foram sacrificados ap6s o tempo
limite determinado.

Houve um aumento significativo na adesdo leucocitaria dos animais que receberam TsTX
nessa dose apos 4hs ( 7,0 £ 7,0 / 7,75 leucdcitos aderidos / 100um) em relagdo ao grupo
controle (0,01 £ 0,0/ 0,0 leuctcitos aderidos/100um), o mesmo ocorrendo para 8hs (0,0 £ 0,0
/0,0 leucdécitos aderidos) para o grupo que recebeu salina diferente do grupo que recebeu
TsTX ap6s 8hs (6,0 £ 5,25 / 6,75 leucdcitos aderidos/ 100um), bem como, para 12 horas
(6,0+5,25/ 6,75 leucdcitos aderidos /100um), com p <0,0001.

Ao avaliarmos o perfil dos animais injetados para o rolamento, também houve significativo
aumento no rolamento dos leucécitos no grupo TsTX para o tempo de 4 horas (1,5+0,25 / 3,5
leucécitos rolando/min) em relacdo aos animais controle (0,0 + 0,0 / 0,0 leucdcitos
rolando/min), bem como para o tempo de 8 horas (0,0 + 0 / 1,5 leucdcito rolando/ min) e 12
horas apds a injecdo sub-cutdnea de TsTX na ¥ da DL50 (4,0 + 4,0 / 4,0 leucécitos

rolando/min) p< 0,0001.
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FIGURA 11 — Numero de leucécitos em processo de adesdo(A) e rolamento (B) nos vasos
da pia-mater de ratos Wistar machos (n=6/grupo e em cada tempo), com 21 dias de
idade apds 4, 8 e 12 horas de administragdo ¥ de TsTX, via sub-cuténea.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia seguida do teste de Mann- Whitney
onde *** p<0,0001, em ambos eventos, representando diferencas fortemente significativas
entre 0S grupos.
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56 Histologia (TsTX ¥%DL50)

Através de andlise histoldgica, evidenciou-se que apds tratamento com TsTX, na dose
de ¥4 da DL50, ha uma intensificagdo dos fendmenos vasculares para o tempo de 4 horas apos
a injecdo de toxina, em relacdo ao controle, com edema, congestdo e discreta presenca de
células inflamatdrias nos espacos meningeos, inclusive com formacgdo de edema protéico.
Essas alteragOes sdo difusas e atingem ndo somente as meninges como também o parénquima
cerebral.

O aspecto das meninges dos animais injetados e controle, ap6s 8 horas de injecdo da
toxina e salina, respectivamente, ndo apresentou alteracdo. A imagem histolégica do
parénquima as 8hs tem o0 mesmo aspecto as 4hs e 12 hs para o grupo TsTX, por isso, ndo foi
documentado. Evidencia-se na 4area cortical dos animais envenenados, alteracGes
significativas em relacdo aos controles, as quais estdo documentadas em aumentos
consecutivos (10, 40 e 80X) e comparativos, nos mesmos locais. Observam-se alteragdes
degenerativas nas células corticais e 0s vasos nesta regiao mostram-se dilatados, ramificados,
e com “cuffing” (espacos claros perivasculares acentuados) em relagdo ao controle. HaA muitas
células em necrose (Figura 12, letras D e F) ou com aspecto apopt6tico, 0 que ndo se observa

nos controles.
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FIGURA 12 -Técnica de Hematoxilina e eosina para coloragdo de cérebro de ratos
Wistar machos com 21 dias idade, ap6s receberem % da DL50 de TsTX, sacrificados
apos 8 horas.

As letras A, C e E mostram os animais controle com aumentos de 10X, 40X e 80X,
respectivamente,sacrificados apds 8 horas. As letras B, D e F representam 0s animais que
receberam ¥, da TSTX, sacrificados apds 8 horas, com 0s mesmos aumentos, apresentando
edema perivascular e células em necrose e com aspecto apoptotico (setas D e F)
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5.7 Cresil violeta

A coloracao por cresil violeta demonstrou aumento da vascularidade no grupo TsTX
em relacdo ao grupo controle, bem como aumento de celularidade, com as células neuronais
com retracdo citoplasmatica e condensacdo da substancia de Nissl. Em todos os tempos
analisados, observamos tais alteracdes e optamos por colocar as imagens de oito horas pois

apresentarem melhor visualizagéo.

CONTROLE | | TSTX ¥DL50
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FIGURA 13- Técnica do cresil- violeta do cérebro de ratos Wistar, machos com 21 dias
de idade, ap6s 8 horas da injecao s.c. de TsTX ( ¥ da DL50).

Regibes de cortex A e B(no aumento de 4X), animais controle e injetados,
respectivamente, evidenciando-se aumento da celularidade no grupo TsTX ¥DL50, (setas); e
cortex C e D (aumento de 20X), animais controle e injetado, respectivamente, evidenciando-
se contragdo da substancia de Nissl, retracéo citoplasmatica e morte neuronal ( setas).
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5.8 Determinacgao de TNF-a por ELISA

Considerando o aumento do recrutamento de leucécitos na microcirculacdo cerebral
apos a injecédo de TsTX na ¥ da DL50, nos tempos 4, 8 e 12 horas, foi quantificado os niveis
protéicos da citocina, TNF-a, que se encontram em mais elevados nos casos de
envenenamento escorpionico.

A avaliagdo estatistica foi feita por analise de variancia com delineamento
inteiramente casualisado do tipo fatorial 2x3(dois tratamentos e trés tempos) onde a
concentracdo de TNF-a no homogenato de cérebro mostrou-se aumentada para 0 grupo que
recebeu ¥2 da DL50 de TsTX ap6s 4 horas(187,23 £ 171 / 215,21), 8 horas (211,8 + 195,94 /
224,07) e 12 horas ( 158,9 £158,57/212,4) em relacdo ao grupo controle para 4horas(127,191
+ 11,42 / 134,71),8 horas(87,87 £ 80,73 / 95,71) e finalmente, 12 horas(70,03 £+ 42,88 /

121,5)com p <0,05.Figura 14
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FIGURA 14 — Niveis de concentracao de citocina TNF-a em homogenato de cérebros de
ratos Wistar, machos com 21 dias de idade, ap0s a injec@o de salina e de ¥4 da DL50 de
TsTX.

Observamos diferenca estatistica entre os grupos controle e intoxicado. Entretanto ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos, p<0,05.
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5.9 Avaliacdo da Permeabilidade Vascular

Através da avaliacdo do extravasamento de azul de Evans para o parénquima cerebral
pode-se avaliar a permeabilidade da BHE. Nossos resultados (n=46 animais), mostraram
maior extravasamento de azul de Evans em ambos 0s grupos, controle e TSTX, para o tempo
de 8 horas (Figura 15), porém sem diferencas estatisticamente significativas entre estes
grupos, controle e injetado com a TsTX. Para analise estatistica foi feita analise de variancia,
com delineamento inteiramente casualizado do tipo fatorial 2X3(dois tratamentos e trés
tempos), sem interacdo estatisticamente significativa entre dose X tempo, com p<0,0002***

para o tempo e p>0,05 para a dose.
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FIGURA 15 - Concentracdo do corante azul de Evans extravasado para o parénquima
cerebral de ratos Wistar machos, com 21 dias de vida, que receberam TsTx ( % da
DL50) e salina, nos tempos de 4, 8 e 12 horas, respectivamente.

Os resultados foram analisados atraves de analise de variancia, sendo o delineamento
inteiramente casualisado, com amostra desbalanceada, do tipo fatorial 2x3, p<0,00024***,
para o tempo de 8 horas.
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5.10 Avaliacéo ponderal ao longo do tempo apo6s injecdo s.c. de TsTX ¥ da
DL50

Considerando-se que a dose de ¥ da DL50 é sub-letal (100% animais sobreviveram),
realizamos uma analise da acdo da toxina TsTX sobre o peso ao longo do tempo, a partir 14°
dia de vida dos animais (injecdo TsTX) até o 21° dia (sacrificio) (Figura 16). A data de
sacrificio foi determinada como 21° dia, a qual corresponde a data do desmame dos animais.

Os animais tratados com % da DL50 TsTX apresentaram seu peso estavel
(34.52025+4,139¢) desde a administracdo da toxina até o dia do sacrificio.

Os animais que receberam salina apresentaram ganho ponderal normal para esta fase
de seu desenvolvimento, havendo diferenca estatisticamente significativa, entre grupo salina e
toxina, indicando que com o tempo houve um ganho de peso para o grupo controle o que nédo
0correu com o grupo toxina.

O estudo do ganho de peso para 0s grupos de animais controle e toxina apresentou
uma forte significancia do efeito da interacdo, dose X tempo, através de um delineamento
inteiramente casualizado em parcela subdividida (2X7). Assim, os efeitos isolados dos dois
tratamentos ndo podem ser discutidos isoladamente, ou seja, o efeito da dose (controle ou
injetado) s6 pode ser feito a luz de um tempo especifico, assim como, o efeito do tempo sé
pode ser discutido separadamente para cada um dos grupos anteriores. Desta maneira, ndo se
verificou diferencas significativas entre as doses em cada tempo especifico. Contudo, a
interacdo fica claramente demonstrada quando observa-se significativo ganho de peso dos
animais controle, dentro do periodo de 7 dias estudados. Resultados distinto do grupo TsTX

que, por sua vez, ndo apresentou ganho significativo de peso dentro do mesmo periodo.

55



35.6-

35.44

35.24

35.04

-@- Controle
34.8-

-& TsTX ¥DL50
34.64

Peso (g)

34.44

34.24

34.04

33.84

33- 6 Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll 1
14 15 16 17 18 19 20 21 22

Dias
FIGURA 16 — Avaliacédo do ganho ponderal em ratos Wistar machos(n=10) ao longo do
tempo de 7 dias ap6s administracdo de ¥2 da TsTx e salina.

DIC(DELINEAMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO) em parcela subdividida, 2 x7,
teste de Mann-Whitney, p<0,001.
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5.11 Microscopia Intravital para sete dias (TsTX % da DL50)

Os animais que receberam ¥ da TsTX tiveram as interacdes leucocito endotélio
avaliadas na microvasculatura da pia-mater pela microscopia intravital apos sete dias.

Os animais toxina apresentaram maior adesdo leucocitaria(10,0 = 9,0 / 10,0) que os
animais do grupo controle(0,0 = 0,0 / 0,0 leucdcitos aderidos/ 100um), p <0,05.
O mesmo ocorreu para 0 rolamento sendo que o grupo que recebeu salina ndo apresentou
rolamento leucocitario (0,0 £ 0,0 / 0,0) diferente do grupo que recebeu TsTX na dose de ¥ da

DL50(4,5+ 4,0 / 4,5 leucdcitos rolando/min)
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FIGURA 17- Numero de leucocitos em processo de adesédo (A) e rolamento (B) na
microvasculatura da pia-mater de ratos Wistar machos com 21 dias de idade apoés sete
dias da injecgéo s.c. de TsTX (¥ daDLJ50).

Houve diferenca estatistica para a adesdo e rolamento leucocitarios entre 0s grupos

controle e TsTX (p<0,0001). Teste de Mann-Whitney, com p<0,05.
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5.12 HISTOLOGIA (TsTX ¥s da DL50, 7 dias)

 CONTROLE

20X

FIGURA 18 —Perfil do cortex cerebral de ratos Wistar machos apds receberem ¥ da
DL50 de TsTX.Técnica de Hematoxilina e eosina para coloracdo de cérebro de ratos
Wistar machos com 21 dias idade, apds receberem % da DL50 de TsTX, sacrificados

apos sete dias.
As alteragdes histologicas no grupo toxina mostram-se mais intensas em cortex, com

edema e hemorragia perivascular(setas - B e D)
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6 DISCUSSAO GERAL

As manifestacdes toxicas induzidas apOs exposi¢do ao veneno de escorpido, tem sido
explicadas, pela habilidade das toxinas presentes no veneno, de agirem em canais de sodio ou
potassio, levando a liberacdo de neurotransmissores, 0s quais podem estimular varios 6rgaos.

Inicialmente, acreditava-se que os efeitos sistémicos do veneno de escorpido eram uma
conseqiiéncia de sua acdo sobre o sistema nervoso periférico, descartando qualquer
envolvimento do sistema nervoso central (SNC), devido a presenca da barreira
hematoencefalica (BHE). Entretanto, posteriormente, varios estudos, tem sugerido a acao
central do veneno e da toxina TsTX do escorpido Tityus serrulatus. Mesquita e colaboradores
(2003) observaram arritmias cardiacas graves, convulsdes, edema pulmonar e ébito em todos
0s animais (ratos adultos) apos injecdo i.c.v. de TSTX . A TsTX , toxina do tipo alfa, é
encontrada em maior concentracdo no veneno bruto do escorpido desencadeia acidentes com
maior letalidade (Kalapothakis e cols., 1997).

Por outro lado, dados recentes do nosso grupo demonstraram que a injecdo subcutanea
de TsTX em ratos em desenvolvimento foi capaz de induzir alteracdes eletroencefalograficas
no nucleo do trato solitario, aumento de metabolismo em regiGes do tronco encefalico e
diminuicdo do volume sanguineo cerebral (Guidine e cols., 2008).

Considerando que a TSTX é capaz de causar alteracfes microvasculares, neste trabalho
avaliamos o potencial efeito inflamatério de diferentes doses (letal e sub-letal) de TsTX na
microcirculacdo cerebral de ratos jovens.

Para mimetizar as condi¢es de acidentes de maior gravidade o0s quais ocorrem
geralmente com criancas abaixo de seis anos, utilizamos ratos jovens com 21 dias (Januario e
Campolina, 1996; Fan e cols., 1994). Por outro lado dados anteriores, também demonstraram
a presenca da toxina de Androctonus australis marcada com iodo radioativo no SNC de

camundongos de 3 e 7 dias de vida ap0s sua injecdo sub-cutanea(Sofer e cols., 1988).
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No primeiro protocolo, os animais foram inoculados com a TsTX (2DL50, vias.c.). O
periodo maximo de sobrevida foi de 30 minutos, o que pode estar relacionado a maior
velocidade de absorcdo e distribuicdo da toxina, além de uma eliminacdo mais lenta,
parametros farmacocinéticos ja descritos para ratos jovens.

Utilizando a técnica de microscopia intravital, avaliamos na dose de 2DL50, o
recrutamento de leucécitos “in vivo” na microcirculacdo cerebral. A visualizagéo da interagéo
de leucécitos com o endotélio em vasos inflamados tem revelado que leucécitos, inicialmente,
rolam ao longo da parede do vaso e, apds uma firme aderéncia, transmigram através do
endotélio (Kerfoot & Kubes, 2002). Os animais que receberam toxina em doses letais
(2DL50) apresentaram aumento significativo da adeséo leucocitéaria, em relacdo aos animais
do grupo controle. Na literatura, ha dados que demonstram que o veneno bruto de Tityus

serrulatus é capaz de induzir recrutamento (quimiotaxia) de neutréfilos, in vitro.

Para melhor elucidar os mecanismos inflamatérios induzidos por TsTX, avaliamos as
possiveis alteracbes morfoldgicas cerebrais, nos animais tratados com toxina na dose de
2DL50. Observamos discreto edema meningeano no grupo toxina em relagdo ao grupo
controle, sem alteragOes significativas em parénquima cerebral. Estudos de Sandoval e
colaboradores (2003) demonstraram que as alteragdes histoldgicas como degeneracdo
neuronal e gliose hipocampal, apds a aplicacdo icv da TSI, a fracdo f do veneno bruto do
escorpido, eram dose-dependente (Sandoval e cols., 2003). O fato de ndo observarmos tais
alteracdes, pode ser explicado pelo uso de uma toxina diferente, pela via administracdo da
toxina e a dose utilizada.

A resposta inflamatoria é engatilhada por uma cascata de eventos celulares (interacfes

leucdcito-endotélio) e moleculares, como, liberagdo de mediadores. As citocinas tem um
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papel relevante na amplificacdo desta cascata inflamatoria, e podem ser divididas em citocinas
pré- ou anti-inflamatdrias.

Vaérios estudos avaliaram a agdo inflamatdria dos venenos e toxinas escorpifnicas,
especialmente as toxinas do Tityus serrulatus, através da dosagem sérica de citocinas: TNF-a,
IL-1, IL-6 e INF-y (Magalhaes e cols., 1999; D"’Suze e cols., 2003, FuKuhara e cols., 2003;
Petricevich e cols., 2004; Abdel-Haleem e cols., 2006). Estas citocinas relacionam-se ao
aumento da permeabilidade vascular, apresentam acdo quimiotatica, e até pré-convulsivante
como a IL-1B (Vezzani e cols., 2008). Entretanto, ndo ha relato na literatura, da quantificacdo
de citocina inflamatdria cerebral TNF-a., ap6s intoxicacdo com TsTX em animais jovens.

O TNF-a é uma proteina ndo glicosilada de 17KDa com potente acdo pro-
inflamatdria. O TNF-a é importante no disparo e propagacao do processo inflamatorio. Ele é
produzido principalmente pelos linfocitos e macréfagos e seus principais alvos de acédo sdo 0s
fibroblastos e o endotélio. O TNF-a induz a proliferacdo neutrofilica durante a inflamagao
mas também induz a apoptose pela sua ligacdo ao receptor TNF-R55 (Murray e cols.,1997).
Esta citocina estimula o aumento do fluxo sangiiineo, aumenta a permeabilidade vascular e a
adesdo endotelial para leucocitos e plaquetas (Beutler, 1995; Bemelmans e cols.,1996). Além
disso, 0 TNF-a também induz secrecdo de quimiocinas pelas células endoteliais, as quais
atuam no recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamado amplificando a resposta
inflamatoria.

Ao quantificarmos pelo método de ELISA, os niveis protéicos de TNF-a. cerebral, ndo
encontramos diferenga estatistica entre os grupos controle e toxina na dose 2DL50.
Provavelmente, a alta dose de TsTX utilizada nestes protocolos, a qual levou os animais ao
obito dentro de um curto intervalo de tempo, ndo permitiu a expressdo génica e quantificacdo

protéica desta citocina.
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Além de recrutamento de leucdcitos, e aumento de citocinas, a resposta inflamatoria
pode levar a ruptura da BHE, a qual facilita a migracéo de células para o parénquima cerebral.
O principal papel da BHE é manter a homeostase no SNC, impedindo que flutuagdes na
composicdo do leito vacular alterem o equilibrio do tecido neural (Neuwelt, 2004). Dados
anteriores, demonstraram que a injecéo i.v. do veneno da aranha Phoneutria nigriventer, em
ratos Wistar adultos , leva a um aumento da permeabilidade da BHE na regido do hipocampo
e cerebelo (Raposo e cols, 2007). A disfuncdo na permeabilidade da BHE pode ser avaliada
através da quantificacdo do extravasamento do corante azul de Evans da circula¢do para o
parénquima cerebral (Belayev e cols., 1996).

Nossos dados, mostram que animais tratados com TsTX 2DL50 (s.c.), néo
apresentaram diferenca em relacdo ao grupo controle, quanto ao extravazamento de azul de
Evans para o parénquima cerebral. Estes dados corroboram os dados de Guidine e cols (dados
ndo publicados), nos quais utilizando o agente de contraste gadolinio, foi observado uma
reducdo na quantidade de gadolinio presente na vasculatura encefalica de ratos jovens tratados
com TsTX. Uma possivel explicagdo para esta menor quantidade de azul de Evans no
parénquima cerebral dos animais TsTX, seja um efeito vasoconstritor causado pela toxina.

Considerando que a dose de 2 DL50 é letal, poderia estar afetando a avaliagdo
temporal da resposta inflamatoria no cérebro, decidimos realizar o proximo protocolo
experimental; injetar nos animais jovens uma dose sub-letal de TsTX (1/4DI50). Injetamos a
toxina nos ratos aos 21 dias de idade, e avaliamos os parametros inflamatorios (recrutamento
“in vivo”, alteragdes morfologicas, dosagem de TNF-a e ruptura da BHE) apds quatro, oito e
doze horas.

Os animais injetados com TsTX 1/4DL50 apresentaram aumento significativo do
namero de leucécitos aderidos e rolando sobre o endotélio cerebral, quando comparados com

0 controles, nos diferentes tempos examinados.
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Associadas as alteragdes no recrutamento de leucdcitos visualizados por microscopia
intravital, a histologia demonstrou aumento do edema meningeano e perivascular no grupo
toxina em relacdo ao grupo controle, assim como aumento de celularidade, edema protéico
perivascular, células neuronais com aspecto degenerativo, com retracdo citoplasmatica e
condensacéo da substancia de Nissl, eventos ndo observados no grupo controle. Nossos dados,
se assemelham a dados da literatura, os quais demonstraram, ap6s inje¢cdo sub-cutanea do
veneno de Tityus discrepans, em carneiros o0 aumento de celularidade e infiltracdo leucocitéria
em tecidos como pulmao, figado, pancreas, intestino e pele indicando a agdo inflamatoria
geralmente presente em casos de acidentes escorpiénicos (D’suze e cols., 2004).

Além disso, nos animais injetados com TsTX 1/4DL50, observamos um aumento dos
niveis protéicos de TNF-a no homogenato de cérebro, quando comparado aos animais
controle, em todos os tempos avaliados. Nossos dados corroboram os dados da literatura que
demonstram a elevacdo das citocinas, especialmente 0 TNF-o e sua participagdo ativa nos
envenenamentos escorpionicos graves (Petricevich, 2004).

O aumento do TNF-a exerce seu efeito pré-inflamatério no envenenamento através
de seus efeitos sobre a expressdo de moléculas de adesdo, as quais estdo diretamente
envolvidas com as etapas de rolamento e adesdo de leucécitos no endotélio. Por outro lado, o
TNF-o também estimula a sintese de 6xido nitrico (NO), o qual esta envolvido em ativagdo
celular. Trabalhos anteriores mostraram que grandes quantidades de NO s&o produzidas por
células tratadas com veneno bruto de escorpido Tityus serrulatus (Petricevich, 2002 e 2004).

Ao realizarmos a analise do extravasamento do azul de Evans para o parénquima
cerebral para os trés periodos de tempo, ndo encontramos diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo TsTX e controle, embora foi observado maior extravasamento para

o0s dois grupos analisados para o tempo de oito horas. A auséncia de diferenca entre controle e
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tratados (TsTX), poderia, ainda, ser explicado por um efeito vasoconstritor da toxina, mesmo
em uma dose mais baixa.

E , como ultimo protocolo decidimos avaliar o efeito da toxina TsTX a longo prazo, 7
dias. Sabe-se que o peso é um bom preditor de eventos patolégicos ao desenvolvimento das
criancas a longo prazo, visto que em pediatria utiliza-se a curva de peso para avaliar o
desenvolvimento infantil. Assim sendo, injetamos a dose sub-letal de TsTX em ratos Wistar,
com 14 dias de vida e os pesamos diariamente até que eles completassem 21 dias, dia este em
que os animais eram desmamados e sacrificados.

Os animais injetados com a toxina apresentaram seu peso estacionado, diferente dos
animais controle que continuaram ganhando peso normalmente. A diferenca entre grupo
controle e toxina foi fortemente significativa. Pela microscopia intravital, observamos um
aumento de adesdo e rolamento leucocitario o que ndo foi observado no grupo controle.
Corroborando as alteragdes vasculares de recrutamento de leucdcitos, utilizando H&E,
detectou-se aumento de celularidade, com edema meningeano e infiltrado perivascular nos
animais tratados com TsTX. Além disso, através do cresil violeta foram visualizadas células
com contracdo citoplasmatica e condensacdo da substancia de Nissl nos cérebros dos animais
que receberam toxina 1/4DL50 durante 7 dias.

Esses dados juntos reforcam a capacidade da toxina TsTX em doses sub-letais de
induzir uma resposta inflamatéria no cérebro. A gravidade dos_acidentes escorpidnicos pode
estar ndo so relacionada a capacidade das toxinas cruzar a barreira hematoencefalica com
rapidez, e apresentar uma alta afinidade pelas células neuronais e uma eliminagdo lenta
(Santana e cols., 1996; Nencionni e cols., 2009; Petricevich 2002, Fukuhara 2003, Suze 2003,
Abdel Haleem e cols, 2006), mas também pelos seus efeitos inflamatorios sistémicos e na

vasculatura cerebral. Estudos futuros serdo necessarios para entender como a TsTX atua na
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comunicacdo entre as células do sisteme imune e 0s neurbnios, isto é, no acoplamento

neurovascular.

Nosso estudo ajuda a ampliar o entendimento dos mecanismos neuroimunofisiol6gicos
associados aos envenenamentos escorpidnicos, estudados ha mais de um seculo por
pesquisadores do mundo inteiro e com uma letalidade tdo elevada principalmente entre as
criangas. Vislumbrando novas propostas de tratamento como os corticdides que em
associacdo a soroterapia antiescorpidnica e aos anticonvulsivantes poderiam ser uma nova

opcao de tratamento.
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7 Conclusoes

A TsTX injetada por via-subcutédnea em doses sub-letais (*4DL50) é capaz de induzir
resposta inflamatdria cerebral, aumento o recrutamento de leucdcito, a producdo de TNF-a, e

alterac6es morfoldgicas vasculares e no parénquima cerebral.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocole n°® 5/2009, relativo ao projeto intitulado “Avaliacdo
do papel da toxina TsTx na microcirculagdo cerebral de ratos jovens:
mecaiismos celulares e moleculares envalvidos’, que tem como
responsavel(is) Juliana Carvalho Tavares , esta(do) de acordo com os Principios
Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelc Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
12/ 08/2009.

Este certificado expira-se em 12/ 08/ 2014,

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 5/2009, related to the project entitled
“Avaluation of TsTx mechanisms, celular and molecular, at brain
microcirculation in young rats’, urder the supervisiors of Juliana Carvalho
Tavares, is in agreement with the Ethical Principies in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),
and was approved in August 12, 2009.

This certificate expires in August 12, 2014,

Belo Horizonte, 17 de Agosto,de 2009.

Wb

Prof. Humberto Pereira Qliveira
Coordenador do CETER/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 -- Campus Pampulha
Uniadade Administrativa Il = 2° Andar, 5ala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 3438.4592
wivw.ufmg.bribioeticalcetea - cetea@prpg.uimg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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