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RESUMO

O escorpionismo ¢ problema de satde publica e apresenta letalidade elevada
relacionada a individuos jovens. Todavia poucos sdo os estudos sobre o tema em
Medicina Veterinaria. Diante desse contexto, objetivou-se caracterizar o envenenamento
por Tityus fasciolatus, espécie endémica no Tridngulo Mineiro e Brasil Central
(experimento 1) e por 7. serrulatus, principal espécie do pais (experimento II). No
experimento I, 12 ratos Wistar machos, 130g, foram distribuidos em dois grupos (n=6):
400ul de placebo (controle); e 300ug do veneno de 7. fasciolatus/animal. No
experimento I, outros 15 animais foram distribuidos em trés grupos (n=5): 400ul de
placebo (controle); 100png do veneno de 7. serrulatus/animal; e 450pg do
veneno/animal. Nas duas etapas realizaram-se eletrocardiogramas antes € a cada 5 min
durante os primeiros 30 min apds o envenenamento, perfil sangiliineo (hematologia,
eletroforese e bioquimica sérica), e avaliagdes histopatologicas do cérebro, pulmoes e
coracdo. Todos os animais envenenados apresentaram dor imediata a inoculagdo;
alteragdoes do ECG sugestivas de desequilibrio eletrolitico, miocardite e interferéncias
no tecido de condugdo; neutrofilia e lesdo de miocardio; e hemorragias pulmonares.
Reducgao de insulina e insuficiéncia renal aguda ocorreu nos animais envenenados por 7.
serrulatus. Conclui-se que os venenos de 7. fasciolatus e T. serrulatus causaram
alteragdes cardiorrespiratorias em ratos recém-desmamados.

Palavras-chave: T. fasciolatus, T. serrulatus, rato, envenenamento, eletrocardiografia,
perfil sangiiineo.

ABSTRACT

Scorpion sting is a public health problem and causes high lethality in young
individuals. This study was performed to characterize the envenomation by Tityus
fasciolatus, endemic specie in Minas Gerais State and Brazil Central (study 1) and by T.
serrulatus, the most important specie in Brazil (study II). Twelve male Wistar rats,
130g, were distributed into two groups (n=6): 400ul placebo (control group), and
300ug of T. fasciolatus venom/animal to perform study 1. Other 15 animals were
distributed into three groups (n=5): 400ul placebo (control group);, 100ug of T.
serrulatus venom/animal;, and 450ug/animal, for the study Il. Electrocardiographic
exams were performed before and every 5 min during 30 min after envenomation, blood
profile (hematology, electrophoresis and serum biochemistry), macroscopic and
microscopic alterations in brain, lungs and heart. All envenomated animals showed
pain immediate, ECG changes suggesting electrolytic imbalance, myocarditis and
action in conduct tissue; laboratorial results showed neutrophilia and myocardial
damages, and pulmonary hemorrhages. Low insulin levels and acute renal failure
occurred in rats inoculated with T. serrulatus venom. In conlusion, T. fasciolatus and T.
serrulatus venoms caused cardiorespiratory changes in young rats.

key-words: T. fasciolatus, T. serrulatus, rat, envenomation, electrocardiography, blood
profile.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes com  animais
pegonhentos, ou envenenamentos, possuem
lugar de destaque na clinica médica humana
e veterinaria devido a freqiiéncia de
ocorréncia ¢ porque, em grande parte,
resultam em quadros graves. Dentre esses,
destaca-se o escorpionismo, envenenamento
causado por escorpides. O escorpionismo
representa problema de satde publica em
paises de clima tropical e sub-tropical,
especialmente em 4reas urbanas por
fornecerem condi¢cdes ambientais Otimas
para o desenvolvimento dos escorpides.

Segundo o Ministério da Saude,
ocorreram no Brasil 10.000 acidentes
humanos no ano de 1998, com taxa de
mortalidade de 1,1%, porém quando
computada a taxa de mortalidade infantil,
ultrapassou 10%. No ano de 2001, este total
passou para 18.000 e em 2006 dobrou-se o
nimero de notificagdes, atingindo 36.000
pessoas.

E estimado que 30% dos casos
registrados ocorrem no estado de Minas
Gerais. O setor de Toxicologia do Hospital
de Pronto-Socorro Jodo XXIII, em Belo
Horizonte, é uma referéncia no atendimento
de urgéncia de envenenamentos e
intoxicacdes de naturezas diversas. Segundo
levantamento relativo ao ano de 2008, o
escorpionismo apareceu como 0O primeiro
lugar das ocorréncias, indicando, portanto, a
sua grande importancia.

Embora se observe anualmente um
crescente nimero de acidentes escorpidnicos
humanos, na Medicina Veterindria nao
existe um centro de controle e notificagdo
dos casos, sendo, portanto, desconhecida a
real situagdo epidemioldgica. Acredita-se
que, pelo fato de os animais domésticos co-
habitarem com o homem, a incidéncia deste
envenenamento seja semelhante.

As espécies de interesse
toxicologico no Brasil pertencem ao género
Tityus, com distribui¢do por todo o territdrio
nacional. A mais importante em termos de

ocorréncia e numero de envenenamentos € a
Tityus serrulatus. As demais apresentam
carater endémico, representando problema
nas regides de sua ocorréncia. Dentre elas,
destaca-se a espécie Tityus fasciolatus,
presente no estado de Minas Gerais
(Triangulo  Mineiro), especialmente na
cidade de Ituiutaba, ¢ em Goias, sendo
responsavel por grande numero de acidentes.

O veneno dos escorpides ¢ uma
complexa mistura de proteinas associadas a
pequenas quantidades de aminoacidos e sais.
Contém mais de 10.000 toxinas,
principalmente neurotoxinas, das quais se
conhece apenas 1%. Além da importancia do
conhecimento dos constituintes do veneno e
suas conseqiiéncias no organismo humano e
animal para estabelecimento da conduta
clinica adequada e do progndstico, nos
ultimos anos vem sendo dado grande
destaque ao potencial terapéutico de fragdes
isoladas de venenos animais, entre eles do
escorpido.

Poucos sdo os trabalhos cientificos
que abordam o tema “escorpionismo” em
Medicina Veterinaria, o que motivou nossa
equipe a iniciar as pesquisas sobre os efeitos
do envenenamento por 7. serrulatus
(Labarrére et al., 2007a ¢ b, Merlo et al.,
2007a e b; Ribeiro, 2008; Labarrére et al.,
2008a e b; Ribeiro et al., 2009). Porém, ndo
se sabe sobre o mecanismo de acdo do
veneno de T. fasciolatus sobre o sistema
cardiorrespiratorio, especialmente sobre o
eletrocardiograma, células sangiiineas ¢
diferentes tecidos, causando alteracdes
histolégicas e no perfil sangiiineo.

Diante desse contexto, torna-se
imperativo o estudo do envenenamento
escorpionico, o qual poderd fornecer
informacgdes aplicaveis inclusive a medicina
humana.

2. REVISAO DE LITERATURA

Os envenenamentos escorpionicos
sdo tema de grande preocupagdo em
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diversos paises do continente americano, em
especial o Brasil, além de Asia e Africa
alteragdes clinicas graves e até mesmo
fatais, principalmente em individuos jovens.
A gravidade ¢ relacionada a alteracdes
hemodinamicas e cardiorrespiratorias (Cupo
e Hering, 2002).

Cerca de 1400 espécies pertencentes
a 18 familias ja foram descritas (Lourengo,
2001). A maior e mais importante em termos
toxicologicos é a familia Buthidae, a qual
pertencem os géneros Androctomus, Buthus,
Centruroides, Leiurus e Tityus. Apesar das
diferengas zooldgicas, que resultam em
especifica estrutura quimica dos respectivos
venenos, a sintomatologia clinica ¢ bastante
similar (Murthy, 1999).

2.1 Os Escorpioes

Os escorpides sdo seres primitivos,
datados de mais de 450 milhdes de anos. Sao
apontados como as primeiras criaturas a
habitarem o ambiente terrestre devido a suas
caracteristicas rudimentares. Pertencem ao
filo Artropoda, subfilo Chelicerata, classe
Arachnida. Apresentam membros
articulados e corpo segmentado, envolto
pelo exoesqueleto de quitina que evita perda
de liquido do organismo. Tal caracteristica
lhes assegura capacidade de se adaptarem a
condicdes ambientais adversas, podendo
suportar longos periodos de privagdo hidrica
e alimentar (Melo et al., 2004b). Na
extremidade da cauda, encontra-se o télson,
onde se localizam as glandulas produtoras e
armazenadoras do veneno, além do aguilhao,
responsavel pela sua inoculagdo (Dias et al.,
2001). O habitat dos escorpides ¢
preferencialmente entulhos, pedras, frestas,
esgotos ou locais em que haja alimentagdo
farta, composta principalmente de insetos
(Melo et al., 2004b). A reprodugdo pode ser
sexuada, como no caso do T. fasciolatus,
com dimorfismo sexual (Figura 1A), ou
assexuada, por partenogénse, tipica da
espécie T. serrulatus. Os escorpides vivem
até cinco anos e cada fémea pode gerar de

devido a incidéncia e potencial de causar

seis a 90 filhotes por parigdo (Lourengo et
al., 1996; Melo et al., 2004b).

2.2 Principais espécies no Brasil

Apesar do grande nUmero de
espécies catalogadas, apenas 25 destas sdo
capazes de provocar envenenamentos com
conseqiiéncias clinicas importantes (Pardal
et al,, 2003). No Brasil sdo encontrados
cinco géneros pertencentes a familia
Buthidae, quais sejam Ananteris, Isometrus,
Microtityus, Rhopalurus e Tityus, sendo o
ultimo o mais importante (Lourenco et al.,
1996). As principais espécies sdo: Tityus
serrulatus, encontrado na regido Sudeste,
Bahia, Para e Goias (Soares et al., 2002);
Tityus bahiensis, que ocorre da Bahia a
Santa Catarina, € também no Mato Grosso
do Sul; Tityus stigmurus e T. cambridgeis,
relatados no  Nordeste e  Norte,
respectivamente (Lourengo et al., 1996); ¢
Tityus fasciolatus, presente na regido central
do pais, principalmente no Tridngulo
Mineiro e Distrito Federal (Wagner et al.,
2003).

Dentre essas, a mais encontrada no
pais é a T. serrulatus Lutz e Mello, 1922, de
nome popular “escorpido amarelo” (Figura
IB). Ela causa a maioria dos acidentes,
especialmente em Minas Gerais (Soares et
al., 2002). Outra espécie de importancia no
pais € a Tityus fasciolatus. Todavia, nenhum
trabalho foi encontrado na literatura a
respeito do envenenamento causado por este
escorpido, envolvendo humanos e animais
domésticos.

2.3 Epidemiologia

Os paises localizados nas zonas
tropicais (Figura 1C), como o Brasil,
apresentam maiores problemas devido ao
clima quente e umido que favorece a
sobrevivéncia dos escorpides. Nas areas
urbanas, estes animais encontram
disponibilidade de alimento, de locais para
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habitar ¢ auséncia dos predadores naturais,
como macacos, quatis, galinhas, corujas e
sapos (Biicherl, 1969).

epidemiologico por meio do Programa
Nacional de Controle dos Acidentes por
Animais Pegonhentos, que regulamenta a
notificacdo dos casos desde 1988. Com base
nas informacdes desse programa, o
Ministério da Satude relata que ocorrem trés
casos para cada 100.000 habitantes
(Ministério da Saude, 2001). Metade dos
acidentes ocorre em Minas Gerais e Sao
Paulo (Soares et al., 2002). Cupo et al.
(2003) relataram 9228 atendimentos de
vitimas de picadas de escorpides no Hospital
das Clinicas de Ribeirdo Preto (SP) no
periodo de 1982 a 2000, sendo 75%
causados pela espécie T. serrulatus e 9,5%
por T. bahiensis. Na cidade de Ituiutaba
(MG), 158 acidentes foram notificados entre
1995 e 1997, e alguns destes envolveram a
espécie 7. fasciolatus (Plazzi et al., 2000).

Segundo Soares et al. (2002), os
acidentes escorpidnicos em Belo Horizonte
entre 1990 e 1997 ocorreram
predominantemente nos meses chuvosos,
acometeram na maioria individuos do sexo
masculino de faixa etaria entre 25 e 65 anos,
e os locais mais atingidos foram membros
superiores. Em 2003, dos 6224 acidentes
ocorridos em Minas Gerais, 1104 casos
foram notificados em Belo Horizonte, com
trés mortes (Campolina, 2006). Este mesmo
estudo indicou que em 2004 ocorreram 942
acidentes na capital mineira. Nestes dois
anos, 99,1% dos envenenamentos foi
causado pelo T. serrulatus.

Todas estas informagoes referem-se
ao envenenamento humano. Em Medicina
Veterinaria, a epidemiologia dos casos ¢
desconhecida em fun¢do da inexisténcia de
um centro ou programa de controle
especifico.

2.4 O veneno escorpionico

O veneno escorpidbnico ¢ de
constituicdo complexa. Possui proteinas de
variados pesos moleculares e cadeias curtas

Os envenenamentos envolvendo
humanos no Brasil possuem controle

de  aminoacidos, = mucopolissacarideos,
lipideos, hialuronidases e aminas bioativas
(Couraud e Jover, 1984; Gazarian et al.,
2005). Os principais constituintes s3o as
neurotoxinas, que possuem baixo peso
molecular, resistentes ao aquecimento e
estabilizadas por pontes dissulfeto. Sdo
responsaveis por grande parte das alteragdes
em fun¢do de sua agdo de despolarizagdo da
membrana neuronal e liberacdo de
neurotransmissores com resposta
autondmica exacerbada, efeitos adrenérgicos
e colinérgicos (Possani et al, 1999; Castro, et
al., 2000; Vasconcelos et al., 2005).

Algumas toxinas sdo especificas
para o canal i6nico em que atua (Gazarian et
al., 2005; Vega e Possani, 2005). As toxinas
de canais de potassio e cloro sdo
bloqueadoras, e as de sodio sao
estimuladoras (Batista et al., 2000). Além
disso, estas tltimas atuam em determinados
sitios estruturais dos canais. As que atuam
no sitio 1 levam a inibi¢do da
permeabilidade ao sodio. No sitio 2, a
ativagdo anormal dos canais durante o
potencial de repouso. Os sitios 3 e 4
reconhecem as alfa (a) e beta (B)
neurotoxinas. As o-toxinas ligam-se ao sitio
3 e induzem prolongamento da fase de
repolarizagdo, enquanto as -toxinas alteram
o limiar de ativag¢do do canal, interferindo,
assim, no seu fechamento durante a
repolarizagao
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Figura 1A. Exemplares da espécie Tityus fasciolatus mostrando o dimorfismo sexual. A esquerda, um
macho: wltimo segmento do pedipalpo mais robusto que da fémea, na figura a direita. Figura IB.
Exemplar da espécie Tityus serrulatus. Foto: Marina Farcic Mineo. Figura 1C. Distribuicdo mundial dos
escorpides (area escura do mapa). Fonte: Lourencgo, 2001.

(Catteral, 1980; Couraud et al., 1982). As
alfa-toxinas sdo ainda classificadas como o-
cléssicas, altamente toxicas para mamiferos
e apresentaram alta afinidade com
sinaptossomos do cérebro de ratos; a-like,
que atuam tanto em canais iOnicos de
mamiferos quanto de insetos, porém nao
demonstrou afinidade pelo tecido cerebral de
ratos; e as insetos o-toxinas especificas
(Bosmans & Tytgat., 2007).

Devido a presenga de proteinas com
atividade hialuronidasica, o veneno se
difunde rapidamente e atinge diferentes

tecidos em curto intervalo de tempo. Santana
et al. (1996) demonstraram que a absorgdo
do veneno do local da inoculagdo para o
sangue ¢ rapida, bem como a distribuicdo
para os tecidos. A afinidade pelos tecidos ¢
alta, ja a excrecdo ¢ lenta, ocorrendo em
tempo 5,5 vezes maior que a distribuicao.
Nunan et al., (2003 e 2004) verificaram que
o veneno de T. serrulatus € absorvido e
distribuido mais rapidamente em ratos
jovens do que em adultos, e a eliminagdo se
da de forma mais lenta.
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Com relacdo ao veneno de T.
fasciolatus, pouco se sabe sobre sua
estrutura e composi¢do. Dois trabalhos
foram encontrados na literatura consultada
(Castro et al., 2000; Wagner et al., 2003).
Estes estudos indicaram presenga de uma
neurotoxina, chamada Tf4, semelhante as
toxinas TsTx-VI e TsNTxP do veneno de T.
serrulatus.

Estudos sobre letalidade em
camundongos dos venenos das principais
espécies de interesse no Brasil determinaram
as seguintes doses letais minimas para 50%
da populagdo estudada: T. fasciolatus —
72,92pg/animal ou 3,646mg/kg (Wagner et
al., 2003); T. serrulatus — 1,160mg/kg; T.
bahiensis 1,062mg/kg; T. stigmurus -
0,773mg/kg; T. costatus - 1,590mg/kg e T.
cambridgeis - 12,136mg/kg (Nishikawa et
al., 1994).

2.5 Consegqiiéncias clinicas

O envenenamento escorpionico pode
ser classificado como discreto, moderado ou
grave (Cupo e Hering, 2002). As alteragdes
sdo decorrentes da liberacdo de acetilcolina
e noradrenalina nas  sinapses  poOs-
ganglionares e adrenalina pela zona medular
da adrenal (Freire-Maia e Ferreira, 1961;
Ismail, 1995).

A manifestagdo clinica pode ser
local ou sistémica e apresentar-se com
quadros adrenérgicos e/ou colinérgicos.
Segundo Gueron et al. (1993) inicialmente
observam-se sinais parassimpaticos que
diminuem com o avangar do quadro. As
manifestagdes cardiovasculares sdo as de
maior relevincia e determinam maior
gravidade.

O sinal clinico mais precoce ¢ a dor
imediata a inoculagio do veneno. E
predominante no escorpionismo, € em
alguns casos, pode ser acompanhada de
hiperemia e edema discretos, sudorese e
piloerecdo (Ismail e Abd-Elsalam, 1988;
Bucaretchi et al.,, 1995; Ismail, 1995;
Rezende et al., 1996; Cupo et al., 2003;
Melo et al., 2004b). Nascimento et al. (2005)

¢ Pessini et al. (2008) mostraram atuagdo de
resposta nociceptiva no mecanismo da dor
no envenenamento por 7. serrulatus.

A juncdo das conseqiiéncias clinicas
¢ denominada “Sindrome do
Envenenamento Escorpidnico”. Além da
interferéncia  das  catecolaminas  em
diferentes sistemas, muitos autores atribuem
a SEE a resposta inflamatoria evocada pelo
veneno, que atuaria sinergicamente, por
exemplo, no edema pulmonar e sindrome
febril (Freire-Maia e Campos, 1987; Sofer et
al., 1996; Fatani et al., 1998; Meki e El-
dean, 1998; Magalhies et al., 1999; D’Suze
et al., 2003; Fukuhara et al., 2003; Fukuhara
et al., 2004; Pessini et al 2006; Petricevich et
al., 2007). No trato  gastrintestinal
observa-se aumento de secre¢bes e da
motilidade, resultando em dor abdominal.
Perdas hidricas significativas por sialorréia,
vOmitos e diarréias podem levar a
desidratacdo e desequilibrio hidroeletrolitico
(Freire-Maia et al., 1994; Cupo et al., 2003;
Melo et al.,, 2004b). Cunha-Melo et al.
(1983) demonstraram aumento das secrecdes
decorrente de efeito colinérgico direto e em
resposta a histamina liberada. Além disso,
verificaram que o veneno de T. serrulatus €
potente estimulador de secregdo gastrica e
de pepsina. Com isso podem ocorrer lesdes
ulcerativas na mucosa estomacal. Os
eletrolitos  envolvidos na SEE sdo
principalmente sodio, potassio, célcio e
magnésio. Além das perdas gastroentéricas,
o desequilibrio pode decorrer da atuagdo do
veneno nos canais ionicos.

A pancreatite ¢ relatada em humanos
como efeito colinérgico que culmina em
aumento da funcdo exdcrina do orgdo e
consequente elevacdo dos niveis séricos de
amilase, além de ampliar a dor abdominal
(Bartholomeu, 1970; Sofer et al., 1991). A
ativagdo exagerada das células acinares
ocorre em fungdo da interferéncia das
neurotoxinas em canais de sdédio, semelhante
ao que ocorre nos neurdnios. Estudos
realizados em cdes e ratos constataram,
respectivamente, pancreatite hemorragica
(Machado e  Silveira Filho, 1977)
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¢ pancreatite aguda até 48 horas, ¢
pancreatite cronica até 20 dias apds o
envenenamento por 7. serrulatus (Novaes et
al., 2002). Entretanto, estudo conduzido por
Ribeiro (2008) em caes adultos ndo revelou
dano pancreatico no envenenamento pela
mesma espécie de escorpido.

A pancreatite pode cursar com
hiperglicemia,  situagdo  comum em
envenenamentos humanos. Entretanto, seu
desencadeamento envolve outros fatores,
como efeito estimulante das catecolaminas a
glicogenolise e gliconeogénese no tecido
hepatico (Murthy e Haghnazari, 1999). Cupo
e Hering (2002) encontraram niveis
plasmaticos de glicose até trés vezes maior
que o normal em vitimas de picadas,
enquanto  Bucaretchi et al. (1995)
verificaram dosagens na ordem de cinco
vezes maior.

Leucocitose com neutrofilia ¢ um
achado comum em envenenamentos
escorpionicos e pode decorrer de resposta
inflamatéria em si ou pela a mobilizagéo
destes  leucocitos do  compartimento
marginal como resposta fisiologica a dor.

Conforme mencionado, as alteracdes
cardiovasculares sdo as mais relevantes no
escorpionismo e responsaveis pelo obito de
muitos  pacientes, especialmente  de
individuos jovens. Sdo principalmente
resultantes da descarga de catecolaminas e
manifestam-se por alteracdo da pressao
arterial com hipertensao e posterior choque
hipotensivo, arritmias, taquicardia e/ou
bradicardia, freqlientemente cursando com
edema pulmonar (Freire-Maia e Campos,
1987; Gueron ¢ Ovsyshcher, 1987; Ismail e
Abd-Elsalam, 1988; Gueron et al., 1992;
Ismail, 1995). Adicionalmente, estudos
indicam possivel agdo cardiotoxica direta do
veneno escorpidnico (Ismail, 1995; Teixeira
etal.,,2001). Um exame complementar
util nos atendimentos a vitimas de acidentes
¢ o eletrocardiograma, que pode indicar
alteracdes como miocardite, hipoxia de
miocardio, arritmias, entre outras. Em
humanos pode-se detectar variagdes no
segmento ST e ondas Q nas derivagdes I e

aVL, fibrilacdo atrial ou ventricular,
dissociagdo atrioventricular com ritmo
juncional, complexos atriais e/ou
ventriculares ~ prematuros,  marcapasso
migratorio, infra ou supradesnivelamento do
segmento ST, bloqueios atrioventriculares
(Gueron et al., 1967; Gueron e Yaron, 1970;
Ismail et al., 1976; Campos et al., 1979;
Gueron e Ovsyshcher, 1984; Brand et al.,
1988; Ismail e Abd-Elsalam, 1988; Amaral
et al., 1991; Cupo et al., 1994, 2007; Freire-
Maia et al., 1994; Bucaretchi et al., 1995;
Ismail, 1995; Cupo e Hering, 2002; Melo et
al., 2004b). Além disso, o0 ECG pode apontar
desequilibrio eletrolitico, conforme relatado
por Ismail (1995) que observou tragados
condizentes com hipercalemia, hipocalcemia
e hipomagnesemia.

A funcdo respiratoria pode ser
afetada pela ocorréncia de secre¢do nasal,
tosse, espirros, dispnéia ¢ edema pulmonar
de origem cardiogénica ou ndo-cardiogénica,
que representa a conseqiiéncia mais grave do
envenenamento (Campos et al., 1979; Cupo
et al., 2003). Hipertensdo arterial, faléncia
cardiaca esquerda, aumento de
permeabilidade  vascular no  pulmio
provocado por mediadores inflamatdrios,
aumento do retorno venoso por acgdao de
catecolaminas sobre o musculo liso de veias
periféricas, e miocardite atuam no
desencadeamento do edema (Gueron e
Ovsyshcher, 1984, 1987; Freire-Maia e
Campos, 1987; Ismail, 1995). Entretanto,
existem relatos de edema pulmonar sem
hipertensao, refor¢ando a hipotese da origem
extra-cardiaca (Gueron e Ilia, 1996). O fator
ativador plaquetario (PAF) parece estar
envolvido na génese do edema pulmonar
(Coelho et al., 2007).

Nos casos mais graves o sistema
nervoso ¢ acometido, podendo ocorrer
tremores e espasmos musculares,
fasciculagbes, convulsdes, letargia ou
agitagdo, mioclonia, hemiplegia, opstotonos,
inconsciéncia ¢ coma. A vasoconstricdo
causada pelas catecolaminas no cérebro leva
a hipoxia, congestdo e infartos (Gueron et
al., 1967; Campos et al., 1979; Ismail, 1995;
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Cupo et al., 2003; Melo et al., 2004b). Estas
conseqiiéncias sdo vistas principalmente em
individuos jovens, considerados
naturalmente mais sensiveis ao
envenenamento escorpidnico.

2.6 Diagnostico e tratamento

O diagnostico ¢é dado pela
associacdo do historico do paciente e suas
manifestagdes clinicas, e achados
laboratoriais.

Pode-se detectar o veneno na
circulagdo sangiiinea por meio do teste
imunoenzimatico de ELISA padronizado por
Chavez-Olortegui et al. (1994). Este teste
determina a concentracdo de antigenos
circulantes, auxiliando na soroterapia
instituida e na avaliacdo da sua eficacia.

Provas laboratoriais que auxiliam no
diagnostico e acompanhamento incluem a
determinagdo do perfil de enzimas
indicadoras de lesdo muscular como a
aspartato-amino transferase, lactato
desidrogenase, creatina quinase e sua
isoenzima CKMB, marcadora de dano da
musculatura cardiaca.

A AST ¢ uma enzima presente nas
mitocondrias dos midcitos e hepatdcitos
utilizada como marcadora de lesdes
principalmente de origem muscular. Sua
meia-vida na circulagdo é de 5 a 12h.

A LDH apresenta varias isoenzimas
presentes em eritrocitos, hepatocitos,
musculatura estriada esquelética,
principalmente em musculos de contragdo
rapida. Sendo assim, alteragdes diversas
podem levar a aumentos na concentracdo da
LDH que, por apresentar pouca
especificidade, deve ser utilizada em
associacdo a outras enzimas para determinar
lesdo tecidual (Kramer e Hoffmann, 1997).

CK ¢é uma das principais marcadoras
de lesdo muscular utilizada devido a sua
localizagdo especifica e atuagdo no
funcionamento do tecido. (Cardinet, 1997;
Kramer e Hoffmann, 1997; Thompson,
1997). Sua meia-vida ¢ de poucas horas na
circulacéo.

Assim como a LDH, a CK apresenta
isoenzimas: CK-MM presente na
musculatura estriada esquelética e cardiaca,
CK-BB presente no cérebro, e CK-MB que
se encontra principalmente no miocardio. A
fragdo MB vem sendo cada vez mais
utilizada especificamente para indicar lesdes
cardiacas em humanos causadas por infarto
do miocardio (Hetland e Dickstein, 1998;
Ooi et al, 2000) e na Sindrome do
Envenenamento Escorpionico (Cupo e
Hering, 2002; Cupo et al., 2003; Meki et al.,
2003). Quando ocorre dano tecidual, a CK-
MB comega a ser liberada em 3h, e seu pico
de concentragdo na circulagdo ocorre entre 8
e 30h, retornando aos valores basais entre 48
e 72h.

Ja a troponina 1 (cTnl) é uma
subunidade da proteina estrutural muscular,
a troponina. (Cardinet, 1997). Segundo
dados da literatura humana, a troponina I
encontrada no miocardio também pode ser
empregada no diagnostico de lesdes
indetectaveis por métodos enzimaticos
convencionais (Bodor et al., 1992; Cupo e
Hering, 2002; Meki et al., 2003; Diniz et
al., 2007). A cTnl ¢ liberada na corrente
circulatoria apdés 4 a 6 horas da lesdo, ¢
permanece elevada por até 6 a 10 dias.

O proteinograma também pode
auxiliar no diagndstico laboratorial do
envenenamento,  indicando  patologias
sistémicas que acarretam em alteragdo da
concentragdo protéica no organismo. As
proteinas plasmaticas estdo envolvidas nos
processos de nutri¢do celular, transporte de
ions e moléculas, e principalmente na
manutengdo da pressdo osmotica. A técnica
de eletroforese promove a separacdo das
proteinas totais em duas fragdes principais,
albumina e globulinas, sendo estas divididas
em trés sub-fracdes: alfa, beta e gama-
globulinas. A albumina ¢ a mais abundante,
correspondendo a quase 50% das PT. E
importante na regulagdo e manutengdo da
pressdo osmotica do sangue, além de atuar
no transporte de compostos € na
solubilizacdo de substancias. O grupo das o-
globulinas ¢  composto  por  a-1-
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glicoproteina-acida, a-antiquimotripsina; o-
2-macroglobulina, naturalmente elevada em
criancas e idosos; o-1-antitripsina, a mais
importante ¢ responsavel por neutralizar
enzimas  proteoliticas  bacterianas  ou
leucocitarias da  inflamacdo; e a
haptoglobina, que aparece reduzida em
quadros de hemolise e representa as
principais proteinas de fase aguda nos
processos inflamatorios. Ja as PB-globulinas
ou transferrinas realizam o transporte de
ferro no plasma, diminuem nas hepatopatias
cronicas e também participam de processos
inflamatérios agudos. Gama-globulinas séo
glicoproteinas que atuam na resposta
antigénica. Correspondem as
imunoglobulinas IgA, IgD, IgE, I1gG e IgM.

O tratamento ¢ feito por meio de
soroterapia, visando neutralizar a toxina
circulante e combater os sintomas. A dor
local pode ser tratada com analgésicos, ¢ as
correcdes do desequilibrio hidroeletrolitico
por fluidoterapia. Entretanto, o soro anti-
escorpidnico ndo estd disponivel na
Medicina Veterinaria, devendo-se
estabelecer terapia de suporte as fungdes
vitais ¢ no controle da dor dos animais
acometidos (Melo et al., 2004b).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Avaliar o quadro clinico causado por
diferentes doses de venenos dos
escorpides Tityus fasciolatus e Tityus
serrulatus em ratos recém-desmamados.

3.2 Objetivos especificos
Parte L. Tityus fasciolatus

e Tracar o perfil eletrocardiografico
de ratos recém-desmamados durante
os primeiros 30 minutos apoés
inoculagdo de 300ug/animal do
veneno de Tityus fasciolatus;

e Determinar os perfis hematologico,
protéico eletroforético e bioquimico
sérico dos ratos oito horas apds
inoculagdo de 300ug/animal do
veneno de Tityus fasciolatus;

e Avaliar macroscopica e
microscopicamente o cérebro,
pulmdes e coracdo dos ratos, oito
horas apos inoculagdo de
300pg/animal do veneno de Tityus
fasciolatus;

Parte I1. Tityus serrulatus

e Tracar o perfil eletrocardiografico
de ratos recém-desmamados durante
os primeiros 30 minutos apds
inoculagdo de 100pg/animal e
450pg/animal do veneno de Tityus
serrulatus;

e Determinar os perfis hematologico,
protéico eletroforético e bioquimico
sérico dos ratos 40 minutos apds
inoculagdo de 100ug/animal ¢
450pg/animal do veneno de Tityus
serrulatus;

e Avaliar macroscopica e
microscopicamente o  cérebro,
pulmdes e coragdo dos ratos 40
minutos apds  inoculacdo  de
100pg/animal e 450pg/animal do
veneno de Tityus serrulatus.

4. MATERIAL E METODOS

-  COMITE DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL

Este projeto foi realizado apos
avaliagio e aprovagio do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UFMG
(CETEA), sob protocolo numero 171/08, de
14 de mar¢o de 2008. Todos os
procedimentos adotados obedeceram as
normas e recomendagdes deste Comité.
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4.1 Venenos

Os venenos foram extraidos de
exemplares das espécies T. fasciolatus e T.
serrulatus cedidos pelo Centro de Controle
de Zoonoses de Ituiutaba/ MG e mantidos no
laboratério de Toxicologia da Escola de
Veterinaria da UFMG em terrarios
apropriados (Figura 2A).

O método de extragdo empregado
foi manual, conforme recomendado pelo
Prof. Dr. Chavez-Olortegui' que consiste em
compressdo do télson em papel parafilme,
perfuracdo deste pelo aguilhdo e liberacao
das goticulas do veneno na superficie do
papel (Figura 2B). As goticulas foram
recolhidas utilizando-se pequenos volumes
de agua ultra-pura, e agrupadas para a
formagdo do pool dos respectivos venenos
que, em seguida, foram liofilizados.

4.1.1 Determinacio da concentrag¢ao
protéica

Os venenos foram retomados em
Iml de agua ultra-pura para dosagem de
proteinas por meio da técnica descrita por
Lowry (1951) adaptada para placas de
ELISA. Em seguida, foram estocados a -
20°C em tubos tipo ependorff em aliquotas
de 100ul até o momento da utilizacao.

4.1.2 SDS-PAGE

Foi padronizado o gel SDS
poliacrilamida na concentragdo de 12% para
o gel de separagdo, composto de agua ultra-
pura, solucdo acrilamida/bisacrilamida a
30%, Tris-HC1 1,5M pH 8,8, SDS a 10%,
persulfato de amonia a 10% e Temed
0,025%. O gel de concentracdo foi
padronizado a 4%, e seus constituintes sdo
os mesmos, alterando-se apenas o Tris-HCI,
neste caso de pH 6,8. Os géis foram

! Comunicagio pessoal. Professor Carlos Delfin
Chavez-Olortegui, Departamento de Bioquimica
e Imunologia- ICB/ UFMG.

preparados em placas de vidro de 10 X 8 X
8cm.

A corrida eletroforética ocorreu
verticalmente por aproximadamente uma
hora sob corrente de 150V e 40mA, e apos
os géis foram corados com Comassie Blue.
Em seguida, foram descorados (metanol,
acido acético e dgua destilada) revelando-se,
assim, as bandas protéicas de cada veneno.
Como marcador de referéncia, utilizou-se
peso molecular BenchMarck  Protein
Ladder*.

4.2 Animais e local

O estudo foi dividido em duas
etapas. A  primeira  consistiu  na
caracterizacdo do envenenamento por T.
fasciolatus, na qual se utilizaram 12 ratos
Wistar machos (Figura 2C) recém-
desmamados, peso médio de 130g (110-
150g), oriundos do biotério do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG (CEBIO),
acomodados em caixas de 40 X 45 X 25 cm,
mantidos nas dependéncias do Laboratorio
de Toxicologia da Escola de Veterinaria da
UFMG, recebendo alimentacdo a base de
ragdo comercial’ e 4gua ad libitum. No
momento de realizagdo dos exames
eletrocardiograficos, eram alocados no
consultorio de cardiologia do Hospital
Veterinario da UFMG.

Para a segunda etapa, que consistiu
na caracterizagdo do envenenamento por 7.
serrulatus com duas doses distintas do
veneno, utilizaram-se 15 ratos da mesma

2 INVITROGEN - Carlsbad, California, USA
3 Labina- ragdo para animais de laboratorio® -
PURINA
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Secdo 2: Figura 2A4. Terrarios de vidro em que foram mantidos os escorpides utilizados. Figura 2B. Extragdo do
veneno; compressdo do télson em papel parafilme, perfuragdo do papel, e obtengdo das goticulas do veneno. Figura
2C. Imagem dos ratos Wistar utilizados no trabalho.
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linhagem, idade, peso, sexo e procedéncia
dos animais da etapa anterior, mantidos sob
as mesmas condicdes e submetidos aos
mesmos procedimentos.

4.3 Grupos
tratamentos

experimentais e

Na primeira etapa, foram formados
aleatoriamente dois grupos experimentais
(G) contendo seis individuos cada (n=6),
sendo GI — controle, recebendo placebo; GII
— veneno de T. fasciolatus. Ao GI foram
administrados  400ul de 4gua ultra-
pura/animal. A dose de veneno administrada
ao GII foi determinada em experimento
piloto previamente realizado, baseando-se na
DLs, do veneno para camundongos (Wagner
et al., 2003), diluida em igual volume de
agua utilizada para o GI.

Na segunda etapa, os animais foram
distribuidos em trés grupos experimentais
contendo cinco individuos cada (n=5), sendo
grupo A — controle, recebendo placebo;
grupo B — 100pg de veneno de T. serrulatus/
animal; e grupo C — 450ug de veneno de T.
serrulatus/ animal, doses estas também
determinadas em  experimento piloto
anterior. Novamente, ao grupo controle
foram administrados 400ul de agua ultra-
pura/animal e os venenos foram diluidos em
igual volume.

O local de inoculacdo nos animais
de todos os grupos foi a regido inter-
escapular, pela via subcutinea, utilizando-se
seringa hipodérmica descartavel (insulina).

4.4 Exames eletrocardiograficos

As andlises eletrocardiograficas
foram realizadas em aparelho
eletrocardiografo’ na derivagdo DII, com
registro em papel eletrocardiografico termo-
sensivel’, velocidade de 25 e 50mm/s e
sensibilidades N e 2N, antes da

* Eletrocardiografo ECG40 — FUNBEC
* ECG - 48mm X 30m - CG Daru S/A

administra¢do dos tratamentos e apos 5, 10,
15, 20, 25 e 30 minutos, em ambas as etapas.

Para isto, os animais foram mantidos
sob anestesia geral inalatoria® utilizando-se
como medicagdo pré-anestésica a associagdo
entre morfina (2,5mg/kg) e diazepan
(2,5mg/kg) (Flecknell, 1996) via intra-
muscular, e isoflurano para indugdo e
manutenc¢do da anestesia geral.

Os eletrodos foram conectados aos
animais por meio de contato com agulhas
descartaveis de acupuntura inseridas nos
membros toracicos direito e esquerdo na
altura da articulagdo umero-radio-ulnar, e
nos membros pelvinos direito e esquerdo na
altura da articulacdo femoro-tibio-patelar
para o registro eletrocardiografico.

4.5 Coletas de sangue e Analises
laboratoriais

Os grupos da primeira etapa foram
submetidos as coletas de sangue oito horas
apos os tratamentos.  Ja na segunda etapa
a coleta foi procedida ap6s 40 minutos. Tal
diferenca entre os tempos de coleta foi
decorrente da sensibilidade aos respectivos
venenos pelos ratos.

Para isto, foi adotado protocolo
anestésico utilizando-se associacdo de
cloridrato de xilazina ¢ quetamina na dose
recomendada pelo CETEA, ou seja,
10mg/kg e 75mg/kg respectivamente, via
intra-muscular. As amostras foram colhidas
pela via intra-cardiaca em tubos sem
anticoagulante e com anticoagulante acido
etilenodiamino tetra acético (EDTA) a 10%.

4.5.1 Hematologia

Foram realizadas contagens totais de
eritrocitos e leucocitos e concentracdo de
hemoglobina em contador eletronico’.
Esfregacos sangiiineos foram

® Aparelho de Anestesia Inalatoria Metalvet
Plus® - METALVET
7 Celm CC-530® - CELM
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confeccionados em laminas de vidro (26 X
79mm), fixados e corados com panético®
para contagem diferencial de leucdcitos e
total de plaquetas de acordo com Ferreira
Neto et al. (1982). O volume globular
foi determinado utilizando-se centrifuga
para microhematécrito’ e concentragdo das
proteinas totais por refratometria'’.

4.5.2 Eletroforese

O perfil protéico dos animais foi
obtido utilizando-se filmes de agarose'' em
tampdo Tris'> para corrida eletroforérica e
coloragdo com amido black. Para
determinagdo da concentragdo de albumina e
globulinas utilizou-se software CELM SE-
250.

4.5.3 Bioquimica sérica

O perfil bioquimico foi obtido por
meio das dosagens séricas de creatina
quinase e a isoenzima CK-MB,
desidrogenase latica, aspartato amino-
transferase, uréia, creatinina, amilase e
glicose por método colorimétrico cinético
utilizando kits comerciais”® e leitura em
espectrofotometro'®.

Dosagens de cortisol e insulina
foram realizadas por radioimunoensaio,
utilizando-se kits comerciais' de fase-solida
marcada com '®I e leitura em contador
gama'®; além de determinagio semi-
quantitativa de troponina por teste de
imunocromatografia'’.

¥ Panético Rapido LB® - LB

’ Micro Spin

' Ningbo Utech International CO LTD

"' Filme de Agarose Geral CELMGEL ®-CELM
"2 Tampio Tris para eletroforese em CELMGEL
® - CELM

" Bioclin® E Synermed ®

' Cobas Mira Classic —- ROCHE

' Coat-a-Count ® — DPC

' COBRA II Auto Gama — PACKARD
BIOSCIENCE COMPANY

'" Hexagon Troponin ® - HUMAN

4.6 Avaliacoes histopatologicas

Apos anestesia, os animais foram
eutanasiados por hipovolemia pela pungao
cardiaca e foram necropsiados. Coletaram-se
cérebro, pulmdes e coragdo, posteriormente
fixados em formol a 10% neutro tamponado
e processados segundo técnica rotineira de
inclusdao em parafina (Prophet, 1992). Cortes
histologicos de 4um foram obtidos e corados
pela hematoxilina-eosina para avaliagdo
histopatolégica.

4.7 Analises estatisticas

O  delineamento  experimental
aplicado foi o inteiramente casualizado. Os
resultados foram tabulados e analisados
pelos programas de computador SAS
(Statistical ~ Analysis System) e SAEG
(Sistema para Analises Estatisticas e
Genéticas). Foram feitos testes de
normalidade (Lillifors, Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk) e para as varidveis
que apresentaram distribuicdo normal no
primeiro experimento, foi realizada Analise
de Variancia (ANOVA) e comparacao de
médias pelo teste F. Para as variaveis com
distribui¢do ndo-normal foi aplicado o teste
ndo-paramétrico de Wilcoxon. Para os
resultados da segunda etapa, os mesmos
testes de normalidade foram aplicados, ¢ as
variaveis de distribuicdo normal foram
submetidas a ANOVA e comparagdo das
médias pelo teste SNK. As varidveis ndo-
paramétricas foram analisadas pelo teste de
Kruskal- Wallis.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO -
EXPERIMENTO I (Tityus fasciolatus)

5.1 Venenos

Os resultados do SDS-PAGE
revelaram grande semelhanca entre os
venenos de 7. fasciolatus e T. serrulatus,
indicada  pelos perfis de  corrida
eletroforética e similaridade entre os pesos
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moleculares dos grupamentos protéicos. Em
ambos, foram encontradas bandas de alto e
baixo pesos, entre 220 e menos de 10kda.
Sabe-se que as toxinas de baixo peso
molecular sdo importantes por se difundirem
rapidamente do sitio de inoculagdo para os
tecidos, atravessando facilmente membranas
celulares. Segundo Almeida et al. (2002) as
neurotoxinas, principais componentes do
veneno escorpidnico, apresentam peso
molecular entre 3,5 e 8kda e por este motivo
sdo de fundamental importancia para o
mecanismo de acdo.

Os resultados obtidos no presente
trabalho mostraram tanto para o veneno de
T. fasciolatus quanto de T. serrulatus
maiores concentragcdes protéicas (bandas
mais largas) na regido de peso molecular
inferior a 10kda, corroborando os dados da
literatura acerca das principais toxinas
descritas at¢é o momento. Wagner et al.
(2003) isolaram por cromatografia o
primeiro peptideo bioativo do veneno de 7.
fasciolatus,  identificado como  uma
neurotoxina de peso molecular 6,6kda,
nomeada Tf4 por apresentar estrutura
primaria homoéloga a de toxinas de classe 4
do veneno de T. serrulatus e T. bahiensis.

Embora o veneno de T. fasciolatus
apresente menor toxicidade em relagdo ao de
T. serrulatus (Wagner et al.,, 2003), a
composi¢do protéica de ambos mostrou-se
semelhante, sugerindo que os venenos
diferem entre si sob o ponto de vista de
estrutura quimica. Esta semelhanga auxilia a
justificar os achados clinicos similares,
apresentados e discutidos a seguir.

5.2 Observacoes
envenenamento

gerais apés o

Imediatamente apds a inoculagdo do
veneno, mesmo anestesiados todos os
animais do GII manifestaram desconforto,
indicado por aumento da freqiiéncia cardiaca
¢ alteragdo do padrdo respiratério, que se
tornou abdominal. Desde o retorno

anestésico até o momento das coletas de
sangue O0s animais permaneciam com
sensibilidade  dolorosa no local de
inoculagdo do veneno, adotando postura
corporal encurvada, buscando posi¢do mais
confortavel (Figura 3A).

Além disso, os animais envenenados
apresentaram moderada secre¢do oro - nasal
serosa (Figura 3B), prurido facial até trés
horas do envenenamento, agitagdo e
hiperresponsividade a estimulos externos, e
movimentavam bastante a boca, como se
estivessem mastigando algo.

Um efeito clinico freqlientemente
observado ¢ a dor no local de inoculagdo do
veneno, embora possa apresentar-se em
regides distantes. Alteracdes locais como
hiperemia, edema, piloere¢do aparecem com
menor freqiiéncia. Ribeiro (2008) observou
no envenenamento por 7. serrulatus em caes
manifestagdo dolorosa e hipersensibilidade
nos membros que receberam veneno, e
edema local discreto em alguns casos.

Nocicepgdo ¢ o conjunto das
percepcdes de dor que o organismo € capaz
de distinguir.  Envolve  mecanismos
relacionados a receptores mecanicos,
térmicos e quimicos que respondem a
alteragdes do meio e a ligagdo de mediador
quimico ou neurotransmissor. Pessini et al.
(2008) observaram que o veneno de T.
serrulatus induziu resposta nociceptiva
mecanica dose e tempo-dependente e
nociceptiva espontinea em ratos. Ambas as
respostas foram relacionadas com a sintese e
liberagdo de mediadores inflamatorios
primarios como eicosandides, aminas
bioativas, citocinas e 6xido nitrico. Estudo
semelhante conduzido por Nascimento
Junior et al. (2005) indicou resposta
nociceptiva em  camundongos, com
lambeduras e recolhimento do membro
inoculado durante 15 minutos apos o
envenenamento. Além disso, 0s
pesquisadores avaliaram a acdo de drogas
antagonistas de mediadores inflamatorios e
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Se¢do 3. Manifestacao clinica dos animais do GII apds o envenenamento: Figura 3A4. Postura corporal
encurvada adotada por até 8h. Figura 3B. Secre¢ao oro-nasal serosa.

observaram auséncia das manifestacdes
nociceptivas. Sendo assim, ¢ postulado que a
dor imediata a inoculacdo do veneno
escorpidnico ocorra em fungdo da liberagdo
de mediadores inflamatorios no local da
picada e de forma sistémica, ja que sao
capazes de sensibilizar fibras nociceptivas
aferentes. Diversos estudos demonstraram
envolvimento de citocinas no
envenenamento escorpionico: bradicinina
(Fatani et al., 1998); IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-
8, TNF-a, IFN- vy ¢ fator estimulador de
coldnias de granuldcitos e mondcitos
(Magalhaes et al., 1999; D’Suze et al., 2003

Fukuhara et al., 2003); estimulacdo pela
toxina Tsl do veneno de 7. serrulatus a
producdo de citocinas por macréfagos
(Petricevich et al., 2007); redugdo da IL-10
que inibe fatores inflamatorios como
cicloxigenase-2 e Oxido nitrico-sintase
(Fukuhara et al., 2003).

Além de atuarem no mecanismo da
dor, os mediadores inflamatorios também
podem justificar as secrecdes de trato
respiratorio superior ¢ oral bem como o
prurido, uma vez que bradicinina, histamina
e eicosanoides, por exemplo, atuam no
sistema respiratorio levando a aumento da
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secrecdo de muco por agao em receptores B2
ou diretamente nas glandulas secretoras,
além de causarem vasodilatacdo, aumento de
permeabilidade vascular e extravasamento
de liquidos.

5.3 Eletrocardiografia

Verificou-se em trés animais do GII
arritmia sinusal com discreta elevagdo da
freqiiéncia cardiaca de 400bpm para 460-
480bpm em dois animais e atingindo
700bpm no terceiro (Figura 4A). Além
disso, foram detectados ritmo juncional,
tragado sugestivo de siléncio atrial (Figura
4B), parada sinusal (Figura 4C) e complexos
supraventriculares prematuros (Figura 4D).

O aumento da freqiiéncia cardiaca
ocorreu como conseqiiéncia a dor imediata
ao envenenamento. Adicionalmente, a
descarga de adrenalina apresenta efeito
cronotropico positivo. O ritmo juncional ¢é
caracterizado pela presenga de sucessivos
complexos juncionais, originarios de foco
ectopico, em fun¢do de bloqueio ou
inatividade do marcapasso natural do
coragdo, o nodo sinoatrial (SA). Esta
observagdo pode sugerir envolvimento dos
canais de calcio, além dos canais de sodio,
uma vez que a conducdo do impulso elétrico
nas fibras cardiacas de resposta lenta,
predominantes no nodo SA, depende deste
ion (Matthew et al., 2006). Parada sinusal ¢
siléncio atrial também sugerem interferéncia
nos canais i0nicos, havendo auséncia
momentinea de formagdo do impulso no
nodo SA e de sua passagem pelo atrio.
Ritmo juncional e parada sinusal s&o
alteracdes que ocorrem por desequilibrio
entre sodio e potassio no meio intra e
extracelular. Consequentemente ha aumento
da fase de despolarizacdo da célula,
deixando-a hiperexcitavel (Tilley, 1992).
Geram-se, assim, focos ectopicos que
justificam  os  complexos  juncionais
observados, bem como as contracdes
supraventriculares prematuras. Estimulo
vagal exacerbado decorrente da descarga

colinérgica provavelmente pode ter atuado
sinergicamente, levando & parada sinusal.

Alteracdes sugestivas de
desequilibrio eletrolitico como presenga de
onda rS (Figura 4E) e aumento da onda T
(Figura 4F), além de onda T invertida e
bloqueios atrioventriculares de primeiro e
segundo graus foram observados.

Nos envenenamentos graves ¢
relatada ocorréncia de disturbios em fungdo
da acdo sistémica do veneno, com perdas
hidricas e eletroliticas nas manifestacdes
respiratorias e gastrointestinais. Magalhaes
et al. (1999) observaram acidose respiratoria
no envenenamento por 7. serrulatus em
ratos. Os animais apresentaram acidose
metabolica pelo excesso de secrecdo acida
do estdmago, também descrita por El-Asmar
(1984) e Melo et al. (2004b). Além disso, ¢é
conhecido que veneno escorpidnico causa
alteragdes nas concentragdes de alguns ions
por interferéncia nos canais i0nicos, por
mecanismo compensatorio renal com
aumento na excrecdo de ions hidrogénio e
retencao de potassio, por inibi¢ao de insulina
que aumenta os niveis de potassio, e redugdo
de calcio por diminui¢do na absorgdo
intestinal ¢ aumento de excregdo renal (EI-
Asmar, 1984; Ismail, 1995, Guyton, 1996).

Os outros trés animais do GII
apresentaram modificagdes dos tragados
apenas aos 30 minutos com aumento da
onda T, sugerindo inicio de alteragoes
significativas, ja que este € um parametro
sensivel a distirbios eletroliticos.

As alteragdes indicadas pelo ECG
dos animais deste trabalho assemelham-se as
descritas na literatura tanto em funcdo da
descarga de catecolaminas quanto do
desbalango eletrolitico. Além disso, sugerem
envolvimento dos canais de calcio no
envenenamento por 7. fasciolatus.

Os animais do grupo controle
apresentaram tracados de acordo com o
padrdo para a espécie (Pimentel, 2006;
Normann et al.,, 1961) com freqiiéncia
cardiaca e ritmo normais e auséncia de
alteracdes.
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Secdo 4: Tragados eletrocardiograficos dos ratos apds envenenamento por 7. fasciolatus, realizados a 50mmy/s.
Figura 44. Aumento da freqiiéncia cardiaca (700bpm); sensibilidade 2N. Figura 4B. Siléncio atrial: sucessivos
complexos QRS com auséncia de onda P; sensibilidade N. Figura 4C. Parada sinusal: inversdo da onda P (seta) e
complexo QRS seguido por pausa referente duas vezes o intervalo R-R normal (delimitado pelas hastes);
sensibilidade 2N. Figura 4D. Complexo supraventricular prematuro (seta); sensibilidade 2N. Figura 4E. Ondas rS;
sensibilidade 2N. Figura 4F. Aumento onda T (setas); sensibilidade 2N.
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5.4 Hematologia

O eritrograma dos animais dos
grupos I e II esta apresentado na Tabela 1.
Observa-se que ndo houve diferenca
(P>0,05) nos parametros avaliados apos
envenenamento por 7. fasciolatus.

Tabela 1. Valores médios de hemacias,
hemoglobina (Hb), volume globular (VG),
volume globular médio (VGM), hemoglobina
globular média (HGM) e concentragdo de
hemoglobina globular média (CHGM) de ratos
do grupo I (placebo) e II (veneno de Tityus
fasciolatus)

Hemacias Hb VG VGM HGM CHGM
Grupo  (x10%ul) (g/dl) (%) (FL) (PG) (%)
6,71 12,7+ 39+ 584+ 185+ 32,6+

I 0,59 05 21 26 07
A A A A A 0,9A
6,80+ 13,3+ 41+ 60,0= 19,6 32,7+

0,76 0,6 1,8 48 14
i A A A A A 0,7A

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste F, com P<0,05.

Nao existem relatos na literatura
acerca de hemolise ou acdo vasculotoxica,
bem como de anemias decorrentes do
envenenamento escorpionico. Desta forma,
justifica-se a semelhanca entre os valores
médios dos eritrogramas.

O leucograma dos ratos do GI e GII
esta apresentado nas tabelas a seguir.
Embora os valores médios da contagem total
de leucoécitos e linfocitos ndo tenham sido
estatisticamente diferentes entre os grupos
(Tabela 2), verifica-se que estes foram
superiores no grupo envenenado.
Considerando-se valores individuais (Tabela
3) observou-se nos animais 8, 9 e 12
consideravel aumento de leucocitos totais,
elevando a média do grupo. Nos roedores, a
principal célula da linhagem branca ¢ o
linfocito, representando até 70% do total em
animais sadios, conforme demonstrado pelos
ratos do grupo controle. No GII este
representou  aproximadamente 50%, em

func¢do do aumento significativo (P<0,05) de
neutrofilos. Leucocitose com neutrofilia ¢
relatada  em acidentes  escorpidnicos
(Bucaretchi et al.,, 1995; Cupo e Hering,
2002; Cupo et al, 2003). Conforme
mencionado, o veneno de T. serrulatus
induz reagdes inflamatérias sist€émicas e
localizadas com  envolvimento de
interleucinas, cininas ¢ aminas bioativas
(Pessini et al, 2006; Pessini et al, 2008),
levando ao recrutamento de neutrofilos do
compartimento marginal para a circulacao.
Estudos recentes indicaram que o edema
pulmonar, comum em acidentes
escorpidnicos, ocorre com grande influxo de
neutréfilos (Coelho et al., 2007). Estes
pesquisadores observaram intensa
quantidade de neutréfilos nos pulmdes duas
horas apds a injecdo do veneno de T.
serrulatus  em  camundongos, que
permaneceu elevada até seis horas, mesmo
periodo em que se constatou aumento dos
niveis de quimiocina ativadora de
neutréfilos. As quimiocinas sdo um grupo de
citocinas envolvidas na migragao
leucocitaria in vivo (Lira et al., 1994). Os
neutrofilos expressam em suas membranas
receptores a estas citocinas, chamados de
CXR1 e CXR2 que, quando bloqueados,
inibem o influxo destes granuldcitos na
resposta inflamatoria.

Tabela 2. Contagens médias de leucocitos totais,
neutrofilos, Ring Cell e linfocitos ratos do grupo
I (placebo) e II (veneno de Tityus fasciolatus)

Grupo Leucécitos  Neutrofilos Ring Linfécitos
Totais Cell
(x10°/ul)  (x10°/ul)  (x10/pl)  (x10°/pl)
13,3+ 2,5+ 0,44 + 9,4 £
I 34A 0,7B 0,23 B 25A
18,9 + 5,8+ 0,87 = 10,6 +
11 6,1 A 2,4 A 0,17 A 4,8 A

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste F, com P<0,05.
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Tabela 3. Contagens individuais de leucécitos totais de ratos do grupo I (placebo) e II (veneno de Tityus

fasciolatus)

Grupo Numero de ordens

Leucdcitos totais ( X10%/ul)

—
Ju—

I 2
I 3
I 4
I 5
I 6
II 7
IT 8
IT 9
IT 10
II 11
11 12

11,7
133
152
17,9
13,8
7,91
12,1
24,9
26,5
16,6
12,6
20,5

Além disso, a neutrofilia pode ser associada
ao estresse em eventos dolorosos por
maximizacdo da descarga de adrenalina e
desprendimento de  neutréfilos do
compartimento  marginal dos  vasos
sangliineos (Jain, 1993; Cordeiro et al.,
2006; Silva, 2008). Conforme relatado,
mesmo anestesiados os animais do GII
demonstraram sinais indicativos de dor ao
receberem o veneno.

Uma caracteristica da espécie
utilizada como modelo experimental ¢ a
presenca de neutrofilos heterofilos que
possuem nucleo em forma de anel ou Ring
Cells.  Estas células ndo  diferem
funcionalmente dos neutrofilos
segmentados, porém na leitura diferencial de
leucocitos sdao considerados separadamente.
Semelhante ao observado na contagem de
neutr6filos houve aumento estatisticamente
significativo das Ring Cells dos animais do
GII, pelas mesmas causas citadas.

As contagens de bastonetes,
mondcitos e eosindfilos estdo apresentadas
na Tabela 4. O basofilo ndo foi visualizado
em nenhum esfregaco.

Tabela 4. Contagens médias de bastonetes,
monocitos e eosindfilos de ratos do grupo I
(placebo) e II (veneno de Tityus fasciolatus)

Grupo Bastonetes Mondcitos Eosindfilos
(x10°/ul) (x10° /ul) (x10°/ul)
0,16 + 0,65 0,62+0,37 0,18+0,12
I A A A
0,33 +0,22 0,81+0,62 0,38+0,29
11 A A A

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste F, com P<0,05.

Nédo foi observada alteragdao de
neutréfilos jovens (bastonetes) na circulagao
apés o envenenamento, indicando que a
neutrofilia foi uma resposta fisioldgica, com
recrutamento de células maduras. Também
ndo foram observadas diferengas nas
contagens de mondcitos entre 0s grupos.

O cosinofilo participa de processos
alérgicos e ¢ atraido ao local da inflamagdo
por agentes quimiotaxicos, principalmente
histamina.  Seus  granulos compdem
mecanismo de defesa juntamente com a
fagocitose de complexos antigeno-anticorpo
(Thrall, 2004). Nascimento et al., (2005)

29


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Inflama%C3%A7%C3%A3o_al%C3%A9rgica&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Histamina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpo

demonstraram que a hiperalgesia ¢ o edema
pulmonar  induzidos  pelas  toxinas
escorpidnicas envolvem mediadores
inflamatorios, especialmente eicosandides e
histamina. Além disso, estudos anteriores
isolaram aminas bioativas do veneno
escorpidnico, entre elas a histamina. Embora
nao tenha ocorrido diferenca significativa na
contagem deste leucocito entre grupos,
observaram-se valores médios mais elevados
nos animais envenenados.

A contagem total de plaquetas
mostrou-se significativamente diminuida nos
animais do GII (Tabela 5). A analise
histologica indicou hemorragias pulmonares
que levaram ao consumo destas plaquetas.
Coelho et al. (2007) verificaram que a
resposta inflamatoria sistémica decorrente
do envenenamento por 7. serrulatus ¢
favorecida pela liberagdo do fator de
ativacdo plaquetario e da producdo de
quimiocina KC dependente do PAF. Este
fator estimula a agregacdo plaquetaria como
o proprio nome diz, degranulagdo de
neutrofilos e cosinodfilos, e a sintese de
prostaglandinas. Diante disso, pode-se
considerar que as hemorragias ocorridas
suscitaram a¢do das plaquetas que foram
consumidas, e sua ativacao levou a liberagdo
do PAF que provavelmente auxiliou na
resposta inflamatoria dos animais do GII.

Tabela 5. Contagens médias de plaquetas de
ratos do grupo I (placebo) e II (veneno de Tityus
fasciolatus)

Grupo Plaquetas
(x10° /pl)
I 761,3 + 1893 A
i 4592 +109,8 B

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste F, com P<0,05.

O proteinograma dos animais estd
apresentado na Tabela 6 e revela auséncia de
diferenca entre grupos (P>0,05) indicando que o
veneno ndo causou danos que cursam com
reducdo da concentragdo protéica, liberagdo de

proteinas de fase aguda da inflamacdo e de
resposta antigénica.

Tabela 6. Valores médios de proteinas totais,
albumina, alfa-globulinas, beta-globulinas ¢
gama-globulinas de ratos do grupo I (placebo) e
II (veneno de Tityus fasciolatus)

Grupo PT Albumina Alfa- Beta- Gama —
globulinas  globulinas  globulinas

(gdh __ (g/dD (g/dD) (g/dD) (g/dD)

50+ 345+ 042+ 158+ 045+
I 02A 033A 0,I3A 025A 023A
61+ 3,13+ 048+ 167+ 082+
I 02A 034A 012A 0,12A 039A

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste F, com P<0,05.

5.5 Bioquimica sérica

As concentragdoes de CK, CK-MB,
LDH e AST dos grupos I e II estdo
apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Valores médios de CK, CK-MB, LDH
e AST de ratos do grupo I (placebo) e II (veneno
de Tityus fasciolatus)

Grupo CK CK-MB LDH  AST
umn  UnH UL (U

1439+ 1112+ 689 + 243 £
I 565 B 434 B 387 B 17A
4592+ 2816+ 1453 + 208 +
11 1930 A 793 A 1127 A 47 A

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste F, com P<0,05.

Os resultados mostraram diferenga
estatisticamente significativa (P<0,05) das
enzimas CK, CK-MB e LDH entre grupos.
Ribeiro (2008), estudando o envenenamento
por T. serrulatus em cdes adultos observou
aumento significativo da AST até 6h apos
inoculagdo do veneno, mesmo periodo em
que houve aumento da enzima alanina
amino-transferase (ALT), também presente
em hepatocitos. Portanto ao se associar a
andlise de ambas confirmou-se lesdo
hepéatica reversivel, ja que apoés 12h as
enzimas retornaram aos niveis basais.
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Embora ndo tenha sido observada
diferenca da AST neste estudo, a elevagdo
de LDH e CK no GII indicou lesao
muscular. Corréa et al. (1997) encontraram
valores elevados de LDH e CK em ratos
apos receberem veneno de 7. serrulatus e a
Tityustoxina-I isolada. Apesar de a LDH
apresentar grande faixa de variagdo, ao se
observar resultados individuais (Tabela 8) ¢
médios € notavel a predominancia de valores
superiores nos animais envenenados.
Dosagens individuais e médias de CK do
GII também mostraram-se elevadas em
relacdo as do grupo controle. Tal resultado
foi consequente de lesdo no miocardio pelo

envenenamento, revelado pelo aumento da
CK-MB nestes animais. Cordeiro et al.
(2006) obtiveram dosagens séricas de CK-
MB aumentadas em cédes seis horas apoés
envenenamento por 7. serrulatus. Amaral et
al. (1991) encontraram elevagao de CK-MB
em duas das cinco criangas admitidas no
centro de terapia intensiva do Hospital das
Clinicas da UFMG vitimas de acidente
escorpionico, sendo que wuma delas
apresentou também aumento significativo de

CK e alteragdes eletrocardiograficas
compativeis com infarto agudo do
miocardio.

Tabela 8. Valores séricos individuais de creatina quinase (CK), isoenzima cardiaca (CK-MB), lactato
desidrogenase (LDH) e aspartato-aminotransferase (AST) de ratos do grupo I (placebo) e II (veneno de

Tityus fasciolatus)
Grupo Numero de ordens CK CK-MB LDH AST
I 1 1440 1120 606 257
I 2 1532 1180 1220 248
I 3 2415 1860 420 210
I 4 1080 840 1042 244
I 5 727 560 174 256
| 6 1438 1112 671 243
II 7 4660 3740 3680 207
II 8 7840 1440 1263 269
II 9 4620 1560 1141 172
I 10 1800 1400 1019 144
I 11 4040 5940 1151 252
11 12 4592 2816 463 208

Pesquisas de troponina [ em
acidentes escorpionicos humanos obtiveram
niveis sanguineos superiores a 50 vezes os
valores normais (Cupo et al., 1994, 2003;
Bucaretchi et al., 1995; Cupo e Hering,
2002). No presente trabalho todos os
animais tiveram resultado negativo. Porém,
o teste utilizado é semiquantitativo, ou seja,
necessita de concentragdes superiores ao
minimo detectavel. Com isso, ndo se pode
miécitos. Com isso, podem ocorrer hipdxia e
degeneracdes focais. As lesdes de miocardio

afirmar que os animais ndo apresentaram
extravasamento da proteina, mas sim que
esta ndo atingiu valor de 0,5ng/ml.

As alteragdes cardiacas resultam da
intensa liberacdo de catecolaminas por agdo
do veneno em canais iOnicos neuronais e
glandula adrenal (Freire-Maia e Ferreira,
1961; Henriques et al., 1968; Possani et al.,
1999) e que acarretam lesdes por induzirem
aumento do consumo de oxigénio pelos
também podem ser atribuidas a angiotensina
IT que se mostrou aumentada em coelhos
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apos receberem altas doses de noradrenalina
e se manifestaram sob forma de necrose
multifocal a coalescente semelhantes as
apresentadas pelo grupo que recebeu apenas
infusdo de angiotensina (Gavas et al., 1975).
O somatoério de agdes de catecolaminas e
angiotensina II resultam na “Sindrome de
Déficit de Energia”, descrita por Murthy e
Hase (1994). Além disso, Fatani et al.,
(1998) investigaram a participacdo de
cininas no envenenamento de coelhos por L.
quinquestriatus €  encontraram  alta
correlagdo entre a sua concentragcdo
plasmatica e alteracdes cardiovasculares.

Adicionalmente, estudos apontam as
lesdes de miocardio como resultantes de
acdo direta do veneno, embora 0 mecanismo
ndo tenha sido elucidado até o momento. A
excessiva liberacdo de catecolaminas por si
s6 ndo explicaria completamente a
manifestagdo clinica e o desequilibrio
hemodindmico que culminam em edema
pulmonar e faléncia cardiaca, conforme
observado por Teixeira Janior et al. (2001).
Estes pesquisadores observaram que o
veneno induziu contratilidade cardiaca
mesmo em animais previamente tratados
com farmacos inibidores seletivos de
terminagdes nervosas simpaticas, mostrando
acdo inotropica do veneno de T. serrulatus
independente da liberacdo de
neurotransmissores. Ismail (1995)
identificou em animais envenenados, a
microscopia eletronica, lesdes diferentes das
causadas por grandes concentragdes de
catecolaminas, como edema intracelular,
dilatacdo de sistema tubular, destruicdo de
bandas I e deposicado de lipideos.

Os perfis muscular e cardiaco dos
animais do grupo II corroboram os dados da
literatura que indicam danos ao miocardio
decorrentes do envenenamento escorpidnico.

Os resultados das dosagens séricas
de uréia e creatinina estdo apresentados na
tabela 9. Nao houve diferenca significativa
(P>0,05) entre grupos, indicando que o
veneno de 7. fasciolatus nao alterou a

funcdo renal dos ratos até oito horas apos o
envenenamento. Sabe-se que o rim é o
principal 6rgdo de eliminagdo de substancias
toxicas do organismo ¢ alvo de diversas
toxinas, entretanto o veneno utilizado ndo se
demonstrou lesivo.

Tabela 9. Valores médios de uréia e creatinina de
ratos do grupo I (placebo) e II(veneno de Tityus
fasciolatus)

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise

de variancia e ao teste F, com P<0,05.

Também nado houve diferenga entre

Grupo Uréia Creatinina
(mg/dl) (mg/dl)
_ I
I 43+ 10 A 0,6+04A
11 3711 A 0,6+0,3A

concentracdes séricas de amilase entre
grupos (Tabela 10), indicando que o veneno
ndo alterou a fung@o pancreatica. A amilase
¢ uma enzima de meia-vida alta que possui
valores de referéncia com intervalo amplo e
pode apresentar-se aumentada na inflamacao
do pancreas (Brobst, 1997, Kramer ¢
Hoffmann, 1997). Nos acidentes
escorpionicos humanos existem relatos de
pancreatite (Sankaran et al., 1983; Possani et
al., 1992; Bucaretchi et al., 1995; Fletcher et
al., 1996; Cupo et al., 2003; Melo et al.,
2004b). Novaes et al. (1982) demonstraram
significativo aumento na secrecdo de
amilase e alteracao na composi¢do do suco
pancreatico em ratos anestesiados apos
injecdo do veneno de T. serrulatus. O
mesmo autor relatou, em 2002, alteracdes
histopatoldgicas  compativeis com o
diagnostico de pancreatite.
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Tabela 10. Valores médios de amilase, insulina,
cortisol e glicose de ratos do grupo I (placebo) e
II (veneno de Tityus fasciolatus)

Grupo Amilase Insulina Cortisol  Glicose

U @U/m) __(g/d) _ (mg/dD

866 + 76 £ 94 + 242 +
I 105 A 8A 1A 41 A
758 + 76 + 94 + 268 +
11 155 A 16 A 4 A 93 A

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste F, com P<0,05.

Os resultados das andlises de cortisol e
insulina indicaram que nao houve diferenca
entre grupos (P>0,05). Considerando a
insulina, confirmou-se auséncia de lesdo
pancreatica ja indicada pela analise de
amilase. Com isso, os valores médios de
glicose também ndo apresentaram diferenga.
A hiperglicemia relatada em alguns casos
(Bucaretchi et al. 1995; Cupo e Hering,
2002) ¢ atribuida a pancreatite que resulta
em diminui¢do da secre¢do de insulina, e
também a agdo do cortisol que pode se
apresentar elevado nos envenenamentos pelo
estresse da dor (El-Asmar, 1984; Ismail e
Abd-Elsalam, 1988; Murthy e Hase, 1994;
Murthy e Hagnazari, 1999; Yugandar et al.,
1999). Contudo, deve-se destacar o tempo
de meia-vida destes hormonios. A insulina
permanece circulante por um breve periodo
(5 a 10 minutos), e o cortisol por até 1h
indicando que o organismo responde ao
estresse e a hiperglicemia de forma rapida
(Kaneko, 1997a; Cunningham, 2004). Como
as coletas de sangue foram realizadas oito
horas ap6s o envenenamento, ndo se pode
afirmar que ndo houve altera¢es, mas sim
que apdés este intervalo os animais
apresentaram concentragdes semelhantes as
do grupo controle.

5.6 Avaliacdes macro e microscopicas

Os animais do GII apresentaram
hemorragias petequiais multifocais nos
lobos craniais e caudais dos pulmdes vistas
macroscopicamente (Figura 5A).

A microscopia, observaram-se nos
pulmdes de todos os animais que receberam
veneno, capilares alveolares moderadamente
congestos e hemorragia petequial multifocal
moderada (Figura 5B) caracterizada pela
presenca de  hemdcias nos  septos
interalveolares e na luz dos alvéolos (Figura
5C). Este quadro provavelmente resultou de
acao direta do veneno.

Nao foram visualizadas alteragdes
morfologicas no coragdo de nenhum animal.
Alteragdes conseqiientes ao envenenamento
por T. serrulatus como degeneracdo de
fibras, necrose ¢ edema intersticial (Yaron ¢
Braun, 1970; Ismail, 1995); infiltragdo
difusa de linfocitos e polimorfonucleares
(Gueron e Ovsyshcher, 1984); focos de
hemorragia e sarcomeros rompidos e
hipercontraidos (Cupo et al.,, 1994
Benvenuti et al., 2002) foram descritas.
Embora n3o tenham sido visualizadas a
microscopia Optica, o aumento da enzima
CK-MB sugere que o dano decorrente do
envenenamento por 7. fasciolatus pode ter
ocorrido em termos de estrutura molecular,
sendo necessaria nesse caso avaliagdo por
meio de microscopia eletronica.

Ndo foi observada alteracdo
morfologica no tecido nervoso dos animais
do GII apos inoculag@o do veneno.
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Se¢do 5. Alteragdes macroscopicas e histopatoldgicas dos pulmdes de animais do GII. Figura 5A4.
Hemorragia petequial multifocal. Figura 5B. Congestdo moderada (setas) e hemorragias multifocais.
Figura 5C. Hemdcias na luz dos alvéolos (setas).

Com base nos resultados, pode-se inferir
que o envenenamento por Tityus fasciolatus:

v" Envolve mecanismos nociceptivos

v

na manifestacdo de dor dos animais
envenenados;

Sugere liberacdo de mediadores
inflamatérios que atuam em
diferentes sistemas e auxiliam na
neutrofilia e danos cardiacos
observados;

v' Sugere ag¢do em canais i6nicos

semelhante ao veneno de outras
espécies do género Tityus resultando
em alteracGes eletrocardiograficas

como arritmias, contracoes
supraventriculares prematuras,
bloqueios atrioventriculares,

indicativas de disturbio eletrolitico
e, além disso, sugere envolvimento
de canais de calcio no mecanismo
de acdo sobre coracdo;
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v Esta a¢do nos canais i0nicos resulta
em liberacdo de catecolaminas,
primordiais no desencadeamento de
lesdes no miocardio, reveladas pelo
aumento significativo das enzimas
CK, CK-MB e LDH, interferindo
em seu funcionamento e
preservacao

v" Resultou em hemorragia pulmonar
petequial multifocal.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO -
EXPERIMENTO II (Tityus serrulatus)

6.1 Observacoes
envenenamento

gerais apoés o

Os animais dos grupos B e C
apresentaram sinais de desconforto apos a
inoculacdo do veneno, representados por
dispnéia, padrdo respiratorio abdominal e
intensificagdo da contragdo da musculatura
respiratoria durante a expiragdo. Os animais
de ambos os grupos apresentaram
sintomatologia aguda ao ser finalizada a
anestesia geral inalatoria, cerca de 40
minutos da inoculacgdo, sugerindo que, por
mecanismos ndo elucidados, os fairmacos ou
o procedimento adotado na contengdo
auxiliaram na manutencdo da vida dos ratos
apdés o envenenamento. Piloerecdo e
secrecdo oro- nasal serosa também foram
observadas, entretanto marcadamente mais
intensas em relacdo ao experimento com 7.
fasciolatus (Figura 6A). Alguns ratos do
grupo C apresentaram edema de palpebras
(Figura 6B).

Além disso, observou-se intensa
secrecdo ocular amarronzada (Figura 6C). A
avaliagdo  microscopica ndo  indicou
presenga de hemacias no material.

Decorridos 20 minutos, os ratos dos
grupos B e C apresentavam mucosas ¢
extremidades dos membros palidos e
espirros. Momentos antes do procedimento
anestésico para a coleta de sangue observou-
se intensa protrusdo dos olhos (buftalmia).

A manifestagdo dolorosa é explicada
pela resposta nociceptiva mencionada no
envenenamento por 7. fasciolatus. Acidentes
por T. serrulatus sdo os mais freqiientes no
Brasil e a dor local esta presente na quase
totalidade dos casos. O comportamento
nociceptivo no envenenamento por este
escorpido foi confirmado por Nascimento et
al. (2005) e Pessini et al. (2008).

A secre¢do oro-nasal em grande
quantidade ¢ o edema palpebral foram, de
forma anéloga ao estudo anterior, atribuidos
a atuagdo dos mediadores inflamatorios,
principalmente a histamina. Pessini et al.
(2008) observaram edema no local de
inoculagdo do veneno de 7. serrulatus
iniciado apo6s 15 minutos ¢ com pico de
manifestacdo aos 30 minutos. Além disto,
foram  testados  diferentes  farmacos
antiinflamatorios e com excecdo da
indometacina, todos reduziram
significativamente o edema. No presente
trabalho o edema se manifestou na regido
das palpebras, sugerindo que o mecanismo
de sua formacdo seja semelhante, ja que a
resposta inflamatéria evocada pelo veneno
se da de forma sistémica. Além disso, o
edema pode ter sido causado por reagdes de
hipersensibilidade.
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Se¢do 6. Manifestacao clinica dos animais dos grupos B e C ap6s o envenenamento. Figura 6A4. Intensa
secre¢do oro- nasal. Figura 6B. Edema de palpebra observado em animais do grupo C. Figura 6C.

Secregao ocular bilateral escura.
6.2 Eletrocardiografia

Foram verificadas alteracdes no
ECG ja aos cinco minutos nos animais dos
grupos B e C, entretanto nos momentos mais
tardios revelaram-se as de maior gravidade.

Em ambos os grupos, detectaram-se
alteragodes indicativas de  distarbio
eletrolitico como aumento da onda T (Figura
7A) e presenca de onda rS (Figura 7B). As
causas sdo as mesmas comentadas no
experimento 1. Porém, ressalta-se que os

animais desta etapa apresentaram-nas de
forma mais intensa e duradoura. A onda rS
pode indicar desvio do eixo de repolarizagao
por aumento do ventriculo direito, ligado
diretamente a circulagdo pulmonar (Tilley,
1992). Dessa forma, sugere-se sobrecarga no
VD em func¢do das extensas areas de
hemorragias pulmonares vistas macro e
microscopicamente em todos os animais dos
grupos B e C, com comprometimento do
fluxo sanguineo e levando as complicagdes
cardiacas observadas.
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Detectaram-se ainda onda T
variando de morfologia e complexos
ventriculares prematuros ilustrados na figura
7C . Os VPCs sdo impulsos originados nos
ventriculos decorrentes de aumento da
automaticidade dos miocitos. Podem resultar
em conseqiiéncias diretas no sistema
cardiovascular ou secundarias devido a
perfusdo inadequada (Tilley, 1992). Sao
associados a quadros de miocardite, que
pode estar presente no envenenamento
escorpionico segundo Raab (1960); Murthy
e Hase (1994); Ismail (1995); Sofer et al.
(1996); Meki e Eldean (1998); Magalhaes et
al. (1999); Teixeira Junior et al. (2001);
Meki et al. (2003). A miocardite pode ser
ocasionada por diversos mecanismos, mas
principalmente pela agdo das catecolaminas
e citocinas.

Inicialmente, todos os animais dos
grupos B e C apresentaram aumento da FC
em funcdo do estimulo doloroso e da
adrenalina. Aos 25 minutos apresentaram
quadro de bradicardia (Figura 7D),
chegando a freqiiéncias de 200-250bpm e de
80-140bpm em um animal do GC. Neste
mesmo momento, observou-se inversdo da
onda P nos tragados (Figura 7D) que ¢
associada a geragdo de foco ectopico na
jungdo AV em sentido inverso ao normal, ou
conducdo  retrograda (Tilley, 1992),
resultante da interferéncia na atividade
elétrica do coragdo. Esta bradicardia foi
provocada pelo aumento do tonus vagal
decorrente dos efeitos colinérgicos, e a
associacdo a outros fatores auxiliou no seu
agravamento, como insuficiéncia renal
aguda desenvolvida apds o envenenamento.
A hipercalemia, que pode ser ampliada na
IRA pela baixa perfusdo renal, também pode
estar envolvida ja que deprime a condugdo
cardiaca (Tilley, 1992). Aos 30 minutos

observou-se agravamento desta bradicardia
(Figura 7E), momento em que ocorreram
BAVs de terceiro grau, refletindo distarbio
hemodindmico de maior gravidade, com
completa dissociagdo dos batimentos atriais
e ventriculares por bloqueio ou inatividade
das células da jung@o atrioventricular ou dos
feixes direito e esquerdo. Ritmo de escape
também foi detectado, indicando que o nodo
SA reduziu sua freqiiéncia ou até mesmo
parou, e com isso a atividade intrinseca do
marcapasso da juncdo AV ou dos
ventriculos assumiu o ritmo cardiaco (Tilley,
1992). A presenca do ritmo de escape ¢
associada a quadros de bradicardia e
distirbios  eletroliticos,  presentes no
envenenamento.

Cordeiro et al. (2006) observaram
arritmia sinusal e inversao da onda T com
aumento de sua amplitude, bem como das
ondas P ¢ Q em cdes apds envenenamento
experimental por 7. serrulatus. Em estudo
semelhante, Cardoso et al. (2004)
observaram taquicardia sinusal, marcapasso
ectopico, extra-sistoles e alteracdo do
segmento ST em cdo vitima de acidente com
T. bahiensis. Cupo et al (2003), descreveram
tracados eletrocardiograficos similares aos
obtidos no presente estudo em acidentes
escorpidnicos de forma geral. Os parametros
do ECG alterados nos ratos dos grupos B ¢
C sdo semelhantes entre si e aos descritos na
literatura. Entretanto ressalta-se que a
resposta ocorreu de forma mais intensa nos
animais do GC, que receberam maior dose
de veneno.

Os animais do grupo controle
apresentaram tracados de acordo com o
padrio para a espécie (Pimentel, 2006;
Normann et al, 1961) com freqiiéncia
cardiaca e ritmo normais e auséncia de
alteragoes.

37



Secdo 7: Tragados eletrocardiograficos dos ratos apds envenenamento por 7. serrulatus. Figura 7A. Aumento da
onda T (seta); sensibilidade 2N. Figura 7B. Ondas rS; sensibilidade 2N. Figura 7C. Complexos ventriculares
prematuros; sensibilidade 2N. Todos realizados a SOmm/s Figura 7D. Bradicardia aos 25 minutos; inversdo da onda
P em destaque a esquerda (setas); sensibilidade 2N. Figura
7E. Bradicardia acentuada aos 30 minutos; sensibilidade N. Ambos realizados a 25mm/s.
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6.3 Hematologia

A Tabela 11 contém os valores do
eritrograma dos animais dos grupos A, B ¢
C. Observa-se que ndo houve alteragdes
ap6s o envenenamento. Embora alguns
estudos tenham demonstrado aumento da
contagem de hemaécias, da concentragao de
hemoglobina e do volume globular no
envenenamento por 7. serrulatus por
hemoconcentracao resultante de quadros de
desidratacdo (Bertazzi et al., 2003; Ribeiro,
2009) ressalta-se que nestes casos as coletas
de sangue foram procedidas com intervalo
de tempo apoés a
inoculagdo do veneno superior ao do
presente trabalho. Sendo assim, pode-se
sugerir que 40 minutos ndo foram
suficientes para haver alteragdes detectaveis
no exame.

O leucograma esta apresentado nas
tabelas a seguir. Observa-se na Tabela 12
que houve aumento significativo (P<0,05)
nas contagens de leucocitos totais dos
animais envenenados, sendo mais eclevada
no GC. A leucocitose com neutrofilia ¢
relatada em  acidentes escorpiOnicos
humanos (Gueron et al., 1967; Gueron et al.,
1993; Bucaretchi et al., 1995; Melo et al.,
2004b) e em animais (Cordeiro et al., 2006;
Ribeiro, 2008) em fungdo do estresse pela
dor e recrutamento de neutrofilos do
compartimento marginal para a circulagdo.
De forma andloga, houve aumento da
contagem de Ring Cells.

O numero de linfocitos aumentou
significativamente (P<0,05) nos animais
envenenados. Entretanto, observa-se que a
propor¢do em relagdo aos demais leucocitos
manteve-se, representando cerca de 70% da
contagem total. Como o linfocito ¢ a
principal célula da linhagem branca em ratos
sadios (Thrall, 2004) pode-se dizer que a
linfocitose foi fisiologica.

Tabela 11. Valores médios de hemacias,
hemoglobina (Hb), volume globular (VG),
volume globular médio (VGM), hemoglobina
globular média (HGM) e concentracdo de
hemoglobina globular média (CHGM) de ratos
dos grupos A (placebo), B (100pg do veneno de
Tityus serrulatus/rato) e C (450pg do veneno de
T. serrulatus/rato)

Grupo Hemacias HB VG VGM HGM CHGM

10%u) (gd) (%) () (pg) (%)

A 662 133 43 653 20,1 30,9
£0,66 055 +10 +73 23 16
A A A A A A
B 669 135 41 614 204 33,
2= 2= 2= £ 2= 2=
132 154 61 45 19 1,1
A A A A A A
C 709 138 45 632 194 308
2= 2= 2= 3= 2= £
045 072 25 45 13 07
A A A A A A

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste SNK, com P<0,05.

Tabela 12. Contagens médias de leucocitos
totais, neutrofilos, Ring Cell e linfocitos de ratos
do grupo A (placebo), B (100pg do veneno de
Tityus serrulatus/rato) e C (450pg do veneno de
T. serrulatus/rato)

Grupo Leucocitos Neutrofilos Ring  Linfécitos

totais Cell
x10°/ul)  (x10°/ul)  (x10%/ul)  (x10°/ul)

A 6,6 = 0,98 + 02+ 5,06+

1,1 B 0,1 B 0,1 B 1,LIB
B 15,7 + 2,46 £ 0,89+ 11,03+

7,1 A 1,3 AB 02 A 5,2 AB
C 29,6 £ 532+ 0,62+ 19,80+

10,7 A 3,5A 0,2 A 8,1 A

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste SNK, com P<0,05.

Novamente, basofilos ndo foram
visualizados nos esfregagos. Bastonetes e
eosinofilos ndo diferiram entre grupos,
conforme ilustra a Tabela 13.

Embora o mondcito seja envolvido
em processos inflamatérios  cronicos,
observou-se aumento (P<0,05) de sua
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contagem 40 minutos apds o envenenamento
por T. serrulatus. Estudos indicam acdo do
veneno na imunomodulagdo de macréfagos.
Petricevich et al. (2002) verificaram
aumento de INF-y, citocina liberada em
estdgios primarios da resposta e que
apresenta habilidade de ativar a atividade
fagocitica de macréfagos, leucécito cujo
precursor € 0 monocito.

Tabela 13. Contagens médias de bastonetes,
eosinéfilos e monodcitos de ratos do grupo A
(placebo), B (100pug do veneno de Tityus
serrulatus/rato) e C (450pg do veneno de T.
serrulatus/rato)

Grupo  Bastonetes Eosinofilos Monbcitos
(x10° /ul) (x10° /ul) (x10°/ul)
0,15+0,8

A A 0,8+0,6 A 0,13+0,1 B
0,35+0,2

B A 02+0,8 A 1,42£0,7 A
0,72+0,5

C A 03+0,2 A 0,92 +0,6 A

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste SNK, com P<0,05.

A contagem total de plaquetas
mostrou-se significativamente diminuida nos
animais  envenenados  (Tabela 14).
Hemorragias pulmonares foram visualizadas
macro € microscopicamente nestes animais,
justificando tal reducdo. Longenecker e
Longeneker (1981) relataram agregagao
plaquetaria e sindrome intravascular
disseminada em cdes apOs envenenamento
pelo escorpido Centruroides sculpturatus
por ativacio do PAF. Adicionalmente,
Correa et al. (1997) descreveram lesdes
hemorrégicas no coragdo, pulmdes e rins de
ratos submetidos ao envenenamento por 7.
serrulatus, confirmando a trombocitopenia
verificada. Novamente, observa-se que a
resposta mais intensa foi do grupo C.

Tabela 14. Contagens médias de plaquetas de
ratos do grupo A (placebo), B (100pg do veneno
de Tityus serrulatus/rato) e C (450pug do veneno
de T. serrulatus/rato)

Grupo Plaquetas (x10° /ul)
A 6166 £73 A
B 4330+ 93 B
C 381,6+ 73 B

Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste SNK, com P<0,05.

A Tabela 15 contém os resultados
do proteinograma dos grupos A, B e C.
Houve aumento significativo (P<0,05) da
concentracdo de proteinas plasmaticas
acompanhado das fragdes § ¢ y globulinicas
nos animais envenenados. Ressalta-se que
entre estes grupos valores mais elevados de
PT e PB-globulinas ocorreu nos animais do
grupo C. Aumento das PT pode decorrer de
perdas hidricas, mas nesse caso seria
acompanhado de aumento proporcional
tanto de albumina quanto de globulinas. No
presente estudo albumina e a-globulinas ndo
alteraram, sugerindo-se outro fator causal.
Nas injurias teciduais sistémicas por agentes
externos ha liberagcdo de citocinas como IL-
I, IL- 6 e TNF-a, presentes na resposta
inflamatéria a0  envenenamento, que
estimulam a sintese hepatica de proteinas,
especialmente as de fase aguda. Este
mecanismo pode justificar o aumento das -
globulinas. O aumento da fragdo y-
globulinica representa resposta a
estimulagdo antigénica evocada pelo veneno.
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Tabela 15. Valores médios de proteinas
plasmaticas totais, albumina, alfa, beta e gama-
globulinas de ratos do grupo A (placebo), B
(100png do veneno de Tityus serrulatus/rato) e C
(450png do veneno e T. serrulatus/rato)

Grupo PT  Albumina Alfa- Beta- Gama-
globulinas globulinas globulinas
(g/dh)  (g/dD (g/dD (g/dD (g7dD
52+
A 0,2 3,68 + 0,41+ 1,L10+£ 0,01+
C 0,2 A 0,6 A 0,1B 0,0C
5,7+
B 0,2 3,55+ 0,40 £ 1,69+ 0,08+
B 03 A 0,1 A 03A O0,1A
6,2+
C 0,2 3,95+ 0,36 + 1,82 + 0,05 +
A 04 A 02 A 03A 0,1B

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste SNK, com P<0,05.

6.4 Bioquimica sérica

Observa-se na Tabela 16 que houve aumento
estatisticamente significativo (P<0,05) de
CK e CK-MB nos animais envenenados,
sendo que o grupo C apresentou valores
mais elevados. O aumento da CK ¢
justificado, de forma analoga ao estudo
anterior, pela liberacdo de sua isoforma MB,
indicando lesdo no miocardio decorrente do
envenenamento. A CK-MB do grupo B foi
classificada como semelhante tanto a do GC
quanto do GA em fungdo do grande desvio-
padrdo. Porém, quando se analisam valores
individuais,  observa-se = que  foram
predominantemente maiores em relacdo ao
controle (Tabela 17). Estudos prévios
relataram dano cardiaco pela expressiva
liberagdo das catecolaminas e por possivel
acdo direta das toxinas escorpidnicas.
Embora o pico de concentragdo plasmatica
das enzimas CK e CK-MB ocorra em um
periodo mais tardio que o momento em que
foi procedida a coleta de sangue dos animais
deste experimento, o aumento de ambas
indica a¢do aguda do veneno de T.
serrulatus em ratos recém-desmamados.

Tabela 16. Valores médios de creatina quinase
(CK), isoenzima cardiaca (CK-MB), lactato
desidrogenase (LDH) e aspartato-
aminotransferase (AST) de ratos do grupo A
(placebo), B (100pg do veneno de Tityus
serrulatus/rato) e C (450pg do veneno de T.
serrulatus/rato)

Grupo CK CK-MB  LDH AST
U U u/m u/m

A 1293+ 413+ 805 + 69,2 +
390 B 176 B 128 A 42 A

B 3770+ 1496+ 1423+ 92,8+
1662A 1206 AB  1408A  70A

C 4764+ 1492+ 1199+ 1342+
2557A  568A 553 A 63 A

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste SNK, com P<0,05.

Tabela 17. Valores séricos individuais CK, CK-
MB, LDH e AST de ratos do grupo A (placebo),
B (100pg do veneno de Tityus serrulatus/rato) e
C (450ug do veneno de T. serrulatus/rato)

Grupo Numero de CK CK-MB
ordens
A 1 1613 591
A 2 1748 461
A 3 1293 232
A 4 907 223
A 5 904 560
B 6 1480 400
B 7 5060 1160
B 8 2920 920
B 9 5620 1460
B 10 3770 3540
C 11 4340 2020
C 12 4120 1140
C 13 1260 740
C 14 5860 1500
C 15 8240 2060
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Dosagens séricas de LDH e AST
ndo apresentaram diferenca significativa
entre grupos, bem como de troponina que
apresentou resultado negativo para os trés
grupos, provavelmente em fungdo do
momento de sua liberagdo apo6s a lesdo
(algumas horas apds a lesdo) e do tempo
decorrido até a coleta de sangue e o
necessario para haver resposta.

Importante aumento dos niveis
séricos de uréia e creatinina nos ratos
envenenados foi verificado, indicando que o
veneno provocou insuficiéncia renal aguda
por provavel acgdo direta assim como
resultante do déficit circulatorio sugerido
pela intensa bradicardia detectada ao ECG e
pelas extensas hemorragias verificadas. As
Tabelas 18 e 19 mostram, respectivamente,
os valores médios e individuais de uréia e
creatinina. A uréia no grupo C apresentou-se
semelhante a do controle em fun¢do do
animal 13, cuja concentragdo estava mais
baixa em relacdo aos demais, diminuindo a
média do grupo. O mesmo vale para
creatinina em fungdo dos animais 14 e 15.
Isto pode ter sido influenciado pelo curto
intervalo até as coletas de sangue, ¢ a
sensibilidade individual ao envenenamento.

Tabela 18. Valores médios de uréia e creatinina
de ratos do grupo A (placebo), B (100pg do
veneno de Tityus serrulatus/rato) e C (450ug do
veneno de 7. serrulatus/rato)

Grupo Uréia Creatinina
(mg/dl) (mg/dl)
A 35+ 8B 0,602 B
B 76 +27 A 2,06+12A
C 62+22 AB 1,12+0,3 AB

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste SNK, com P<0,05.

Estudos sobre a biodistribuicdo do veneno
escorpionico em ratos mostraram rapida
difusdo para os tecidos, atingindo os rins em
altas concentracdes 15 minutos apds o
envenenamento (Santana et al., 1996; Nunan

et al., 2003; Nunan et al., 2004). Alves et al.
(2005) verificaram aumento da pressdo de
perfusdo, diminuicdo da taxa de filtracdo
glomerular ¢ do fluxo urinario, deposi¢do de
proteina nos tibulos renais e edema renal
por aumento de pressdo hidrostatica 30
minutos ap6és envenenamento por 7.
serrulatus.

Tabela 19. Valores individuais séricos de uréia e
creatinina de ratos do grupo A (placebo), B
(100png do veneno de Tityus serrulatus/rato) e C
(450png do veneno de T. serrulatus/rato)

Grupo Numero de Uréia Creatinina
ordens
A 1 49 0,8
A 2 33 0,6
A 3 29 0,6
A 4 28 0,6
A 5 34 0,6
B 6 104 2,1
B 7 101 0,8
B 8 44 0,8
B 9 75 33
B 10 54 33
C 11 94 1,6
C 12 60 1,3
C 13 34 1,1
C 14 73 0,8
C 15 49 0,8

Ismail ¢ Abd-Elsalam (1988) observaram
aumento sérico de uréia e acido urico e
decréscimo do volume urinario em vitimas
de acidentes escorpidnicos. O veneno de
algumas serpentes, especialmente do gé€nero
Bothrops sao reconhecidamente causadores
de IRA tanto por acdo nefrotdxica direta
quanto indireta, em fung¢do da hipotensdo. O
veneno das cascavéis também pode causar
faléncia renal aguda por agdo direta ou em
decorréncia de miotoxicidade que leva a
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quadros intensos de mioglobindria, lesiva
aos rins (Melo et al., 2004a). Os estudos de
Corréa et al. (1997) e Alves et al. (2005)
sugerem acdo nefrotoxica do veneno de T.
serrulatus com congestdo e hemorragia
renais, diminui¢do da taxa de filtracdo
glomerular, deposi¢do de proteina nos
tabulos renais e edema. Dessa forma, a
avaliagdo renal dos animais envenenados por
T. serrulatus corroboram os dados da
literatura acerca do comprometimento do
orgao.

Nido foi verificada diferenca dos
valores séricos de amilase, glicose e cortisol
entre grupos, conforme ilustra a Tabela 20.
Entretanto, houve redugdo significativa
(P<0,05) de insulina nos animais
envenenados.

Tabela 20. Valores médios de amilase, insulina,
cortisol e glicose de ratos do grupo A (placebo),
B (100pg do veneno de Tityus serrulatus/rato) e
C (450ug do veneno de T. serrulatus/rato)

Grupo  Amilase Insulina  Cortisol Glicose
U/ (uU/ml)  (ng/dl) (mg/dl)
A 861 + 76 £ 94 + 126 +
82 A 9A 2A 32A
B 1306 + 39+ 92+ 128 £
767 A 17B 4A 18 A
C 1174 + 26 + 93 + 122 +
406 A 3B 4 A 45 A

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre os grupos, submetidas a analise
de variancia e ao teste SNK, com P<0,05.

O veneno escorpiénico pode causar
pancreatite com lesdes degenerativas de
ilhotas pancredticas, resultando em redugdo
da sintese de insulina. Além disso, o
envenenamento pode influenciar, por meio
das catecolaminas, a regulacdo de
horménios com inibigdo da libera¢do de
insulina e estimulo a secre¢do de glucagon
(El-Asmar, 1984; Ismail ¢ Abd-Elsalam,
1988; Murthy e Hase, 1994; Murthy e
Haghnazari, 1999; Yugandar et al., 1999). A
pancreatite pode ser considerada pelo

aumento, embora ndo estatisticamente
significativo, da concentragdo sérica de
amilase dos animais dos grupos B e C.

6.5 Alteracdes macro e microscopicas

A necropsia foram visualizadas
areas de hemorragia intensa e difusa nos
lobos craniais e caudais dos pulmdes dos
animais dos grupos B e C (Figura 8A). Nos
demais 6rgdos nenhuma alteragdo digna de
nota foi detectada.

Microscopicamente, observou-se
nos pulmdes dos 10 animais que receberam
veneno moderada congestdo (Figura 8B) e
hemorragia extensa caracterizada pela
presenca de hemacias distribuidas nos
espacos intersticial e intra-alveolares (Figura
80).

Estudos sobre a cinética do veneno
de T. serrulatus realizados por Revelo et al.
(1996) e Santana et al. (1996) demonstraram
grande afinidade pelos tecidos,
concentragdes maximas no  coragdo,
pulmdes, soro e baco apds 30 minutos.
Decorridas duas horas, tais concentracdes
cairam rapidamente e apds oito horas o
veneno nao foi detectado em tecido algum.
Murugesan et al. (1999), utilizando a
marcagdo  radioativa com  tecnécio,
observaram veneno de Mesobuthus tamulus
nos pulmdes cinco minutos apos o
envenenamento. As informacoes de deteccdo
precoce associadas as intensas hemorragias
pulmonares observadas apontam uma
possivel acdo toxica direta do veneno que
provavelmente resultou nas alteragdes
cardiorrespiratorias verificadas.

A analise histologica do corag@o ndo
indicou alteragdes. Acredita-se que, de
forma semelhante ao ocorrido no
experimento com 7. fasciolatus, a lesdo
cardiaca representada pelo aumento da CK-
MB atingiu a estrutura molecular do tecido,
nao visivel a microscopia optica.
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Sec¢do 8. Alteragdes macroscopicas e histopatologicas dos pulmdes dos animais dos grupos B e C. Figura

84. Hemorragia intensa e difusa nos lobos craniais ¢ caudais. Figura 8B. Congestdo moderada (setas).

Figura 8C. Presenga de hemécias na luz dos alvéolos (setas).

No cérebro ndo foram visualizadas
alteragdes, o que confirma os resultados do
estudo farmacocinético de Revelo et al.
(1996), que ndo detectaram veneno no
sistema nervoso central em nenhum
momento, entre quinze minutos e 8 horas
apods o envenenamento.

Os resultados deste experimento
indicaram que o envenenamento por Tityus
serrulatus:

v Ocorreu de forma aguda em

ratos recém-desmamados,
com graves conseqiiéncias;

v Causou intensa hemorragia

pulmonar, insuficiéncia
renal aguda e dano
pancreatico;

v' Sugere liberagao de

mediadores  inflamatorios,
que justificam uma série de
alteragdes verificadas no
presente trabalho;
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v Resultou em lesdes
cardiacas compativeis com
as descricbes da literatura
consultada  caracterizadas
neste estudo pelas alteracdes
eletrocardiograficas e do
perfil enzimatico cardiaco;

v' Resultou em alteracdes dos
mesmos parametros
avaliados nos grupos B
(100pug de veneno/rato) e C

(450pg de veneno/rato),
entretanto a intensidade de
tais alteragOes foi
predominantemente  maior
no GC.

7. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho indicaram que:

I. O veneno de Tityus fasciolatus foi
capaz de causar alteragdes de
parametros eletrocardiograficos,
hematologicos, bioquimicos séricos
e histopatologicos de ratos recém-
desmamados  semelhantes  aos
descritos para outras espécies de
escorpioes, caracterizadas
principalmente por danos no sistema
cardiorrespiratorio;

II. O veneno de Tityus serrulatus foi
capaz de alterar de forma aguda
parametros eletrocardiograficos,
hematolégicos, bioquimicos séricos
e histopatologicos de ratos recém-
desmamados  indicando, dessa
forma, grande susceptibilidade dos
mesmos frente ao envenenamento.

8. CONSIDERACOES FINAIS

CORRELACAO ENTRE 0S
EXPERIMENTOSIE II

O envenenamento  escorpionico
figura-se como situagdo de destaque na
toxicologia e suas conseqiiéncias devem ser

conhecidas para fornecer ao clinico
informacdes aplicaveis a terapia visando a
preservacdo da vida do paciente. Diante
disso, verifica-se a relevancia do presente
estudo, cujos resultados indicaram a
magnitude e gravidade do envenenamento
causado pelos escorpides Tityus fasciolatus e
Tityus serrulatus em individuos jovens.

De forma geral, os mesmos
parametros foram alterados, embora com
manifestagdes distintas, em decorréncia da
similaridade dos venenos demonstrada no
SDS-PAGE. Em ambos os experimentos,
observaram-se  desconforto imediato a
inoculagdo do veneno, indicios de
envolvimento de mediadores inflamatoérios
em diferentes respostas, eletrocardiograma
revelando alteragdes do tecido de condugao,
desequilibrio eletrolitico e miocardite, e
perfil enzimatico indicando  les@o
miocardica.

Observou-se no experimento II o
caradter agudo do envenenamento por T.
serrulatus em ratos recém-desmamados,
revelado por graves alteracdes do sistema
cardiorrespiratorio, associadas a faléncia
renal aguda e pancreatite. Em relagdo ao 7.
fasciolatus, os animais  apresentaram
quadros de menor intensidade, entretanto
ndo menos importantes, uma vez que
alteracdes significativas foram detectadas.

Caracteristicas intrinsecas do veneno
de 7. serrulatus, escorpido extremamente
prevalente em Minas Gerais e em todo
territorio nacional, determinaram maior agao
toxica, associadas a sensibilidade natural de
individuos jovens ao envenenamento
escorpidnico.

No  envenenamento  por 7.
fasciolatus, espécie endémica no Brasil
Central e responsavel por acidentes nessa
regido, atencdo especial também deve ser
dada ao sistema cardiorrespiratorio, ja que
este se apresentou como o principal afetado.
As alteragdes do eletrocardiograma ¢ do
perfil bioquimico cardiaco indicaram agdo
semelhante ao veneno de outras espécies do
género Tityus, levando a danos ao miocardio
e a fisiologia do coragdo.
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