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Resumo

O escorpido Hadruroides lunatus € o mais abundante na costa central do
Peru, onde ocorre a maioria dos casos de picadas e envenenamento em
humanos. Entretanto, pouco se sabe sobre a composicdo e mecanismo de
acao do veneno. Este trabalho tem como objetivo descrever, em termos gerais,
a caracterizacdo bioquimica, imunologica e farmacoldgica do veneno de H.
lunatus, assim como analisar a patofisiologia de seu envenenamento. Analises
protedmica mostraram que 0 veneno é composto por peptideos e proteinas
com massas moleculares que variam entre 2.000 e 70.000 Da. A dose letal
média (DLsp) via intracranial (i.c.) e via intraperitoneal (i.p.), em camundongos,
foram determinadas como 0,1 mg/kg e 21,55 mg/kg, respectivamente. Como
parametros bioquimicos foram avaliadas as atividades hialuronidasica,
proteolitica e fosfolipasica. No que se refere aos estudos imunologicos,
demonstramos a existéncia de reatividade cruzada entre o veneno de H.
lunatus e os venenos de Centruroides sculpturatus e Tityus serrulatus. A
analise hematolégica de ratos envenenados mostrou que houve uma
diminuicao significativa de leucdcitos, neutrofilos, linfocitos e eosinofilos nesses
animais. Além disso, foi detectado um aumento nos niveis séricos de proteinas
totais, albumina e proteinas de fase aguda, assim como de CK, CK-MB, AST e
LDH. Esses dados, juntamente com a observacdo de que a producéo de IL-6
se encontrou elevada em camundongos envenenados, sugerem a presenca de
inflamacédo e lesdo muscular. A andlise histopatolégica dos pulmdes de ratos
injetados com veneno revelou a presenca de hemorragia difusa. Foi observado
que o veneno estudado leva ao aumento da frequéncia cardiaca e causa
diversas arritmias, prejudicando assim o funcionamento do coracdo. A analise
do transiente de célcio em cardiomidcitos confirmou o efeito deletério que o
veneno exerce sobre o coragdo, ja que este se apresentou diminuido. Estes
dados sugerem que, apesar de apresentar toxicidade moderada para
mamiferos o veneno de H. lunatus € capaz de induzir efeitos tipicos do
envenenamento escorpibnico, como as alteracbes cardiopulmonares
demonstradas, além de apresentar atividades menos comuns nos venenos
escorpidnicos, como a proteolitica e fosfolipasica, justificando o estudo mais

aprofundado deste veneno.



Abstract

Hadruroides lunatus scorpions are the most abundant in the Peruvian
central coast, where occurs most of the cases of stings and envenoming in
humans. However, little is known about the composition and mechanism of
action of venom. The aim of this study is to describe, in general terms, the
biochemical, immunological and pharmacological characterization of H. lunatus
venom as well as to analyze the pathophysiology of its envenoming. Proteomic
analysis showed that H. lunatus venom is composed of peptides and proteins
with molecular weights ranging from less than 2,000 Da to greater than 70,000
Da. The median lethal dose (LDsp) via intracranial (i.c.) and intraperitoneal (i.p.)
in mice were determined as 0.1 mg/kg to 21.55 mg/kg, respectively. As
biochemical parameters it were evaluated hyaluronidasic, proteolytic and
phospholipasic activities. Regarding immunological studies, we demonstrated
cross-reactivity between H. lunatus venom and Tityus serrulatus and
Centruroides sculpturatus venoms. Hematological analysis in envenomed rats
showed that there was a significant decrease of leukocytes, neutrophils,
eosinophils and lymphocytes in these animals. Furthermore, an increase was
detected in serum total proteins, albumin and acute phase proteins, as well as
CK, CK-MB, AST and LDH levels. These data, together with the observation
that IL-6 production was increased in envenomed mice, suggests the presence
of inflammation and muscle injury. Lungs histopathological analysis revealed
the presence of diffuse hemorrhage due H. lunatus envenoming. It was
observed that H. lunatus venom increased heart rate and causes various
arrhythmias, thereby impairing the heart functioning. Calcium transient analysis
was measured in isolated cardiomyocytes and appeared diminished, confirming
that H. lunatus venom exerts a deleterious effect on heart. These data suggest
that, despite having moderate toxicity to mammals, the H. lunatus venom is
capable of inducing effects typical of scorpion envenoming, such as the cardio-
pulmonary alterations demonstrated, and also presents less common activities
observed in scorpion venoms, such as proteolytic and phospholipasic, justifying

further studies of this venom.
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1. INTRODUCAO

1.1. Os ESCORPIOES

Escorpides séo artropodes quelicerados pertencentes a classe Arachnida e a
ordem Scorpiones. Tem origem aquatica e representam um grupo de animais
primitivos com existéncia estimada de cerca de 400 milhdes de anos (LOURENCO e
EICKSTDET, 2009).

Atualmente, aproximadamente 1500 espécies de escorpides ja foram descritas.
Apesar desse numero ndo ser considerado expressivo, estes animais estdo
presentes em todos 0s continentes (exceto na Antéartida), habitando principalmente
as zonas tropicais e subtropicais do planeta (Figura 1). Os escorpides tem a
capacidade de sobreviver nos mais variados habitats, sendo encontrados tanto em
regibes desérticas quanto em areas de vegetacdo abundante (VELASQUEZ, 2004;
LOURENCO e EICKSTDET, 2009). J& foi relatada a existéncia desses aracnideos
em grandes altitudes, como nos Andes peruanos (aproximadamente 5.500m de
altitude), e também em locais profundos como no interior de grutas (LOURENCO e
EICKSTDET, 2009). Sua alimentacdo € constituida principalmente de insetos e de

outros pequenos animais (BARNES, 2005).

Figura 1- Distribuicdo mundial dos escorpides.
As éareas habitadas por escorpides estdo delimitadas pelas linhas. As regides hachuradas
representam as areas com grande ocorréncia de escorpionismo (LOURENCO e EICKSTDET, 2009).



Os escorpides apresentam corpo revestido por exoesqueleto de quitina, que
suporta e protege suas estruturas internas. O corpo € dividido em cefalotorax
(prossoma), que € dorsalmente coberto por uma carapaca, e abdbmen
(opistossoma), que € composto pelo mesossoma e metassoma. A locomocao destes
aracnideos se d4 através de quatro pares de patas articuladas inseridas no
prossoma, que também podem ser Uteis para escavacdo. O cefalotérax conta
também com um par de queliceras e um par de pedipalpos. O metassoma é
constituida por cinco segmentos e na sua extremidade encontra-se o télson, que é
formado pela vesicula e pelo aculeo oco. Na vesicula estdo situadas duas glandulas
(uma de cada lado do télson) produtoras e armazenadoras de veneno, que se ligam
por dois canais a duas aberturas perto do final do télson, por onde o veneno é
excretado (Figura 2). Quando necessario, as glandulas sdo comprimidas por
musculatura lisa e o veneno é inoculado através do aguilhdo (LUTZ e MELLO, 1922;
LOURENCO e CUELLAR, 1995). Esses animais apresentam respiracdo aérea,
realizada através de pulmdes folidceos e possuem na regido ventral um apéndice
denominado pente, que € uma caracteristica exclusiva dos escorpides (BRAZIL e
PORTO, 2010).

Metassoma -

o 3
Dorsal Ventral

Figura 2- Morfologia externa de um escorpiéo (Tityus aba).
Representacdo esquemaética das estruturas anatdmicas da face dorsal (1) e ventral (2) do corpo de
um escorpiao (CANDIDO, 2005).



As espécies de escorpides consideradas perigosas para o homem, e
consequentemente as mais bem estudadas, pertencem a familia Buthidae, sendo
que esta familia € uma das mais representativas tanto em numero de géneros
guanto de espécies descritas (LOURENCO e EICKSTDET, 2009). A patologia de
acidentes causados por espécies de escorpibes com veneno altamente téxico €
amplamente estudada, porém existem poucos trabalhos que se referem a reacdes
causadas por espécies consideradas pouco téxicas, ainda que estas também exijam
atencdo médica, sendo importante ressaltar que todo escorpido é capaz de produzir
secrecdes tdxicas que podem causar alterac6es no organismo no qual foi inoculado
(DUTTO et al., 2012). Tendo isto em vista, fica claro que acidentes com escorpifes
considerados nédo letais sdo negligenciados, levando a escassez de informacfes
acerca da composicdo de seus venenos assim como das alteracdes biolégicas
causadas pelo envenenamento. Faz-se necesséario entdo, o aumento de estudos

nessa area, e é esta a principal motivacéo do presente trabalho.

1.2. O VENENO E SEU MECANISMO DE ACAO

A producdo de substancias téxicas € um recurso de defesa que foi sendo
adquirido ao longo da evolucdo dos mais variados organismos, tanto vertebrados
guanto invertebrados (GAZARIAN et al., 2005). No caso dos escorpifes, 0 veneno é
constituido por uma mistura complexa de compostos quimicos que abrangem desde
pequenas moléculas até grandes proteinas, e esta relacionado principalmente a
predacdo e a digestdo, tendo a defesa como papel secundario (LOURENCO e
CUELLAR, 1995; GAZARIAN et al., 2005).

Sabe-se que 0 veneno de escorpides € rico em neurotoxinas, proteinas de
carater basico de baixa massa molecular, que exercem seu efeito nocivo através de
ligagOes de alta afinidade e especificidade com varios canais ibnicos. Esta interacao
prejudica o funcionamento dos sistemas neuromuscular, respiratorio e
cardiovascular, fazendo com que as neurotoxinas sejam as principais responsaveis
pelos efeitos toxicos observados em envenenamentos. Além disso, devido a sua alta
afinidade e especificidade por seu alvo, essas moléculas sédo muito utilizadas para o
estudo do funcionamento de canais i0nicos, sendo importantes para o campo da
fisiologia (ROBERTS e WINK, 1998; COLOGNA et al., 2009).



As neurotoxinas escorpionicas séo divididas em quatro grupos, de acordo com
0s canais em que atuam, como potassio (K*), célcio (Ca*?), cloreto (CI') e sédio (Na*)
(SRINIVASAN et al., 2001).

Os canais para potassio sdo responsaveis pela regulacdo de varios processos
fisiologicos como: excitabilidade neuronal e celular, regulacdo do batimento
cardiaco, contragdo muscular, liberacdo de neurotransmissores, secre¢do hormonal,
transducdo de sinal e proliferacdo celular (MARTIN-EUCLAIRE et al., 2009). As
toxinas que afetam estes canais sao pequenas, contendo 31 a 38 aminoacidos e séo
estabilizadas por trés ou quatro pontes dissulfeto. Essas toxinas atuam como
blogueadoras de canais, pois se ligam a face extracelular do canal, impossibilitando
a passagem de ions (POSSANI et al., 1999).

Foram caracterizadas poucas toxinas escorpiénicas que atuam em canais para
Ca™ e CI (GRANIER et al., 2009). Canais para Ca™ estdo relacionados
principalmente com a contracdo, secrecdo e neurotransmissdo (CATTERALL et al.,
2007). As toxinas que agem em canais de CI sdo chamadas de clorotoxinas e

possuem 36 aminoacidos e quatro pontes dissulfetos (POSSANI et al., 1999).

Canais para Na* dependentes de voltagem sdo importantes para excitabilidade
neuronal, jA que séo essenciais para iniciacdo e propagacao de potenciais de acéo
em células excitaveis e participam da despolariza¢éo inicial da membrana (Figura 3)
(CESTELE e CATTERAL, 2009). As toxinas que se ligam a estes canais sdo as
principais responsaveis pela maioria dos sintomas observados no envenenamento
escorpidnico (CUPO et al., 2009). Elas séo classificadas como de cadeia longa,
possuem 60 a 76 aminoacidos e quatro pontes dissulfeto (POSSANI et al., 1999).
Séo divididas em tipo a e tipo B, de acordo com o seu sitio de ligagcdo nos canais de
Na® (mostrados na Figura 3) e com o efeito farmacoldgico caracteristico resultante
(JOVER et al., 1980).

As toxinas do tipo a sdo encontradas, principalmente, em escorpides presentes
na Africa, Europa e Oriente Médio, o chamado Velho Mundo, e se ligam no sitio 3 do
canal de maneira dependente de voltagem, retardando o fechamento da comporta
que inativa o canal. Estas neurotoxinas podem ainda ser separadas em trés

subgrupos. As a-toxinas consideradas classicas sdo altamente toxicas para



mamiferos e se ligam com alta afinidade em sinaptossomos de ratos. As inseto a-
toxinas apresentam toxicidade baixa para mamiferos, sendo mais especificas para
insetos. As toxinas a-like podem atuar tanto em mamiferos quanto em insetos,
porém ndo sdo capazes de se ligar a sinaptossomos de ratos da mesma maneira
gue a a-classica (BOSMANS et al., 2007).

As toxinas do tipo B abrangem tanto toxinas especificas para mamiferos quanto
para insetos e foram isoladas principalmente de escorpides encontrados nas
Américas, o chamado Novo Mundo (COHEN et al., 2005). As toxinas do tipo
interagem com o sitio 4 dos canais para Na' de maneira independentemente de
voltagem, resultando em uma maior sensibilidade do canal, o que faz com que este
se abra mais rapidamente. Toxinas do tipo a e  também podem ser encontradas
simultaneamente em um sO organismo, como ocorre no escorpido sul-americano T.
serrulatus (GORDON et al., 1996; CESTELE e CATTERALL, 1998; BOSMANS et al.,
2007; CATTERALL et al., 2007; COLOGNA et al., 2009).
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Figura 3- Representacdo esquematica de canais para sédio. Sdo ilustrados os principais sitios
de receptores para neurotoxinas (CATTERALL et al., 2007).

Véarios outros compostos também ja foram identificados em venenos
escorpibnicos, entre eles estdo: sais diversos, agucares, histamina, serotonina,

peptideos, proteinas, mucopolisacarideos, nucleotideos, aminoacidos, inibidores de



enzimas, entre outros. Enzimas como proteases, fosfolipase A, e hialuronidase

também séo encontradas e auxiliam na acéo do veneno (COLOGNA et al., 2009).

Enzimas proteoliticas sdo responsaveis por quebrar ligacdes peptidicas entre
0s aminoacidos das proteinas. Muitos animais venenosos, inclusive escorpides,
apresentam essas moléculas como componentes de seus venenos (ALMEIDA et
al., 2002; SEYEDIAN et al., 2010). No veneno escorpibnico, supdem-se que as
proteases podem também estar relacionadas ao processo pos-traducional de outras
moléculas que compdem o veneno. Além disso, essas enzimas estdo envolvidas na
inibicdo de agregacao plaquetaria, regulacdo da producdo de citocinas ou ativacao
do sistema complemento. Assume-se também que estas moléculas tém a funcao de
degradar o tecido da regido onde o veneno € inoculado, aumentando a
permeabilidade e facilitando o espalhamento dos seus componentes (ALMEIDA et
al., 2002; VENANCIO et al., 2013). Assim, essas proteases podem atuar como
fatores de espalhamento, mas também ja foi aventado o seu papel como
responsaveis diretas por patologias associadas ao envenenamento (ALMEIDA et al.,
2002).

As fosfolipases A, desempenham diversas fungdes celulares, como
manutencdo dos fosfolipidios de membrana, producdo de prostaglandinas e
leucotrienos, transducéo de sinais, proliferacédo celular e contracdo muscular. Estas
enzimas estdo presentes nos venenos de muitos animais, como serpentes, abelhas,
caramujo, aranhas e escorpides (VALDEZ-CRUZ et al., 2007; MA et al., 2010). A
fosfolipase A, é responsavel por catalisar a hidrolise de fosfolipidios de membrana,
especificamente na ligacdo 2-acil éster de fosfolipideos, levando a formacédo de
lisofosfolipidios e acidos graxos livres. Esta reacdo € dependente de calcio e facilita
a quebra de estruturas de membranas e o consequente espalhamento do veneno
(WITTCOFF, 1951; MURAKAMI e KUDO 2002; VALDEZ-CRUZ et al., 2007)

As hialuronidases estdo presentes em diversos organismos tais como:
bactérias, fungos, protozodrios, insetos, aranhas, escorpifes, peixes, lagartos,
serpentes e alguns mamiferos (FENG e GOPALAKRISHNAKONE, 2008). Estas
moléculas formam um grupo de enzimas que catalisam a degradacdo do acido
hialurbnico, um polissacarideo de alta massa molecular presente na matriz

extracelular e em tecidos conjuntivos (PESSINI et al., 2001). Quando presente em
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venenos, as hialuronidases atuam como fatores de espalhamento, facilitando a
difusdo dos componentes téxicos do veneno pelos tecidos e contribuindo para o
envenenamento sistémico (PESSINI et al., 2001).

1.3. SINTOMAS CLINICOS

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, considerando o0s
envenenamentos por animais peconhentos, o escorpionismo € o segundo incidente
de maior importancia no mundo, representando um grave problema de saude em
varias partes do globo, principalmente nas regides tropicais e subtropicais
(BAWASKAR, 2010; CUPO e HERING, 2002; IZQUIERDO et al., 2012). Estima-se
que ocorram aproximadamente 1,5 milhdes de casos de envenenamento
escorpidnico por ano, sendo que destes, cerca de 2.600 evoluem para morte. A
incidéncia de escopionismo é maior em individuos adultos, porém a ocorréncia de

quadros graves e a mortalidade sdo mais elevadas em criangas (CHIPPAUX, 2012).

Apesar da existéncia de varias espécies de escorpifes, a sintomatologia do
envenenamento é similar para todas elas, variando basicamente na intensidade dos
diferentes sinais que podem ser observados (BAWASKAR, 2012). Os quadros
clinicos de escorpionismo podem ser classificados como leve, moderado ou grave,
de acordo com os sintomas do envenenamento, que vao de dor intensa a
insuficiéncia cardiorrespiratéria, levando a morte (CUPO e HERING, 2002;
GOKDEMIR e SEZER, 2013). A severidade do envenenamento esta associada aos
efeitos sistémicos apresentados, como insuficiécia respiratoria, neurologica e
cardiovascular (BAWASKAR, 2012).

O quadro clinico do envenenamento escorpidnico esta relacionado com a
liberacdo exacerbada de catecolaminas e acetilcolina, que ocorre apds a
despolarizacdo das membranas das células excitdveis como consequéncia da
interacdo das toxinas do veneno com seus sitios especificos nos canais para sodio.
Os sintomas apresentados pelos pacientes dependem da acéo predominante de
acetilcolina ou adrenalina (REZENDE et al., 1996; CUPO et al., 2009). Os efeitos

desses dois neurotransmissores no organismo sao resumidos na Tabela 1.



Tabela 1- Principais respostas do organismo apés estimulo de adrenalina e acetilcolina (CUPO

et al., 2009).

Orgdo efetor

Estimulo simpatico

(Adrenalina)

Estimulo parassimpatico

(Acetilcolina)

Olho

Glandulas

Coracgdo/arteriolas

Pulmado

Trato alimentar

Pele
Genitais

Musculo

SNC

Efeitos metabdlicos

Medula adrenal

Midriase

Sudorese

Aumento da frequéncia

cardiaca e respiratoria,

vasoconstricgdo periférica, arritmia

ventricular

Relaxamento da

musculatura brénquica

Palidez, piloerecdo

Ansiedade, tremores,

estimula a respiracao

Aumento da glicemia, acido

latico e do consumo de oxigénio,

diminuicdo da potassemia

Miose

Aumento da secregdo
lacrimal, nasal, salivar, bronquica e

pancreatica

Diminuicao da frequéncia
cardiaca, parada vagal,

vasodilatacdo

Broncoconstricgao,

aumento da produc¢do de muco

Aumento da motilidade, da
secrecdo gastrica e pancreatica e
diminui¢do do ténus dos

esfincteres

Priapismo

Tremores, contragdes

Excitacdo ou inibicdo

Aumento da amilase

Aumento da secregdo de

adrenalina e noradrenalina

O primeiro sinal clinico detectado no envenenamento escorpiénico é a dor no

local da picada, que ocorre imediatamente apés a inoculacdo do veneno, sendo que

em alguns casos pode-se detectar também edema, hiperemia, sudorese e

piloerecdo. Dentro de poucas horas, as vitimas podem apresentar manifestacdes

sistémicas como agitacdo, taquicardia, sialorréia, sudorese, vomito, vasoconstricao

periférica, hipo ou hipertenséo, hiperglicemia, broncodilatacéo, dor abdominal entre
outros (CUPO et al., 2009; CHIPPAUX, 2012).



Sabe-se que as alteracdes cardiorrespiratérias e vasculares observadas nos
quadros de envenenamento escorpidnico sao resultantes principalmente da
liberacdo excessiva de catecolaminas provocadas pela acdo das neurotoxinas do
veneno e sao as maiores responsaveis pela severidade dos casos. Entre as
manifestagbes mais importantes apresentadas em envenenamentos estdo: arritmias,
hiper ou hipotensdo, edema pulmonar e insuficiéncia respiratoria (ANDRADE et al.,
2004). A liberacdo exacerbada de neurotransmissores, no coracdo, afeta
principalmente o né sino atrial, que € o marcapasso cardiaco, podendo causar
alteracdes no funcionamento desse o6rgdo (PINTO et al., 2010). Também ja foi
observado que o veneno exerce acao direta sobre as fibras cardiacas, levando ao
desenvolvimento de arritmias e problemas de contratilidade (TEIXEIRA JR. et al.,
2001). Ja foram relatadas alteracBes eletrocardiograficas em pacientes com
envenenamento severo causado pela picada de T. serrulatus. Entre os achados
mais comuns estdo extrassistoles ventriculares, taquicardia sinusal, bradicardia e
alteracdes relacionadas ao segmento ST e as ondas T e Q (CUPO e HERING, 2002;
CUPO et al., 2007)

A resposta inflamatdria também contribui para o desenvolvimento do quadro
clinico apresentado por vitimas de escorpionismo. Verificou-se que a inflamacéo
sistémica severa, induzida pela injecao de altas doses de veneno escorpibnico, €
provocada pela producdo de citocinas pro-inflamatérias. A liberacdo dessas
moléculas desencadeiam sintomas como febre, anorexia, ativacdo da vasodilatacéo,
hipotensdo e aumento da permeabilidade dos vasos, que pode levar a disfuncao
multipla dos 6rgéos e até morte ( PETRICEVICH, 2010; ADI-BESSALEM, 2012)

As citocinas geralmente podem ser classificadas em pré-inflamatérias e anti-
inflamatorias, dependendo da sua atividade. As citocinas pro-inflamatorias sao
responsaveis por iniciar a defesa contra patdogenos, porém quando produzidas de
maneira exacerbada sdo prejudiciais ao organismo, podendo ocasionar choque,
faléncia multipla dos 6rgéos e até morte. As citocinas anti-inflamatérias tem papel de
tentar diminuir a resposta inflamatéria e manter a homeostase, entretanto quando
excessivamente produzidas podem levar a imunossupressao. O quadro clinico
apresentado pelos pacientes € reflexo do resultado do balango entre a producao de
citocinas pro e anti-inflamatérias. Detalhes sobre origem e acdo dessas citocinas sao
mostrados na Tabela 2 (PETRICEVICH, 2010).



Tabela 2- Citocinas pro6 e anti-inflamatérias (PETRICEVICH, 2010).

Pro inflamatoérias Principal fonte celular Atividade Bioldgica

Coestimulagao de APC e células T,
Macroéfago e Células apresentadoras de oestimutacao de € celulas

IL-1aeIL-1 ; inflamacgado e febre, reagdo de fase aguda e
B antigenos (APC) ¢ g. €
hematopoiese
. ) Proliferacao de células B e células T
IL-2 Células Th1 e NK ativadas Vg_ S L
ativadas, fungbes NK
. . , Reacdo de fase aguda, trombopoiese,
Células Th2 ativadas, APC, outras células ) < - . & . _p
IL-6 comaticas proliferacdo de células B, sinergismo com
IL-1 e TNF em células T
IL-8 Macroéfagos, outras células somaticas Quimioatrativo para neutrdfilos e células T
Grande espectro de efeitos bioldgicos em
TNF-at metabolismo de lipideos, coaguldacao e
Mondcitos e macrofagos fungdo endotelial. Induz inflamagdo e
febre, reacdo de fase aguda, perda de peso
e efeitos anti-tumorais
Induz MHC de classe | em todas as células
somaticas, induz MHC de classe Il em APC e
INF-y Células Th1 e NK ativadas células somaticas, ativa macréfagos,

neutrdfilos, células NK, promove efeitos
imunoldgicos antivirais mediados por
células.

Anti-inflamatéria

Proliferagdo de células B, crescimento de
eosindfilos e mastocitos, expressao de IgE

IL-4 Células Th2 e mastocitos . s
e MHC de classe Il em células B, inibicdo da
producdo de monocinas
. . Exerce sua atividade anti-inflamatoria
IL-10 Macroéfagos e linfocitos

inibindo ativacdo de NFkB induzida por TNF

1.4. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnéstico de envenenamento escorpidnico é dado, principalmente pela
associacdo de informacbes pessoais do paciente (como idade, sexo, acidentes
anteriores) com a observacdo dos sintomas apresentados e analise de exames
laboratoriais, quando necessario. Nos pacientes que apresentam efeitos sistémicos
pode-se detectar alteragcbes em exames de bioquimica sérica, eletrocardiograma,
urina e de radiografia (CUPO et al., 2009).

Ja foram identificadas variagcbes em diversos marcadores clinicos que podem
ser associados a disturbios biolégicos causados pelo envenenamento. Vitimas de
escorpionismo normalmente apresentam leucocitose, hiperglicemia e acidose latica
(ADI-BESSALEM, 2008). Também ja foram relatas alteracdes eletroliticas (CORREA
et al.,, 1997) e hematologicas (CUSINATO et al., 2010). Lesdes musculares

causadas pelo envenenamento podem ser identificadas pela quantificagcdo de
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marcadores bioquimicos como aspartato-amino transferase (AST), creatina cinase
(CK) e sua isoenzima CK-MB e troponina | que indicam injaria cardiaca; alanina-
amino transferase (ALT), gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina que
sugerem lesdo hepatica e lipases e amilases que indicam alteracées pancreaticas
(CHIPPAUX, 2012).

O eletrocardiograma é uma ferramenta complementar utilizada para o
diagnéstico de envenenamento. Em humanos picados por escorpido pode-se
detectar taquicardia sinusal, marcapasso mutavel, fibrilagdo atrial ou ventricular,
complexos atriais e/ou ventriculares prematuros, infra ou supradesnivelamento do
segmento ST e bloqueios atrioventriculares (CUPO et al., 2009; PINTO et al., 2009).

A gquantificacdo do veneno no soro de pacientes envenenados pode ser feita
utiizando a técnica de ELISA, desenvolvida em 1994 por Chavez-Olortegui e
colaboradores. Este ensaio permite a correlagdo dos sintomas apresentados com a
guantidade de veneno circulante no sangue, o que pode auxiliar na determinacéo do
tratamento a ser utilizado (CUPO et al., 2009).

Os sintomas locais observados nos envenenamentos escorpiénicos, como a
dor, podem ser combatidos pela utilizacdo de analgésicos e anti-inflamatdrios
(CHIPPAUX, 2012). A soroterapia utilizando soro antiescorpidnico especifico é o
tratamento mais aceito para neutralizar os efeitos toxicos do veneno em casos de
envenenamentos moderados e graves (GOKDEMIR e SEZER, 2013). O sucesso da
imunoterapia depende da rapidez com que o soro é aplicado, assim como da via de

administracdo e da poténcia do soro utilizado (HAMED, 2003).

A producdo de soros se da pela hiperimunizacdo de animais, sendo utilizados
preferencialmente cavalos, devido ao seu grande porte, que possibilita a coleta de
maior volume sanguineo. Entretanto, a administracdo de proteinas estranhas pode
causar reacOes adversas no paciente, sendo a anafilaxia a mais importante delas
(CHIPPAUX e GOYFFON, 1998).
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1.5. VENENOS E BIOTECNOLOGIA

Os animais venenosos sempre foram conhecidos pela letalidade e problemas
clinicos causados pela inoculacdo de seus venenos. Entretanto, jA se sabe que
muitas das toxinas produzidas por estes organismos podem ser utilizadas tanto
como ferramentas para investigar mecanismos fisiol6gicos quanto como objeto de

estudo para o desenvolvimento de farmacos (RATES et al., 2011).

Na China, toxinas escorpionicas sao utilizadas como drogas ha quase 2000
anos. O conceito chinés “combater o veneno com outro veneno” foi a base para o
uso do veneno total de escorpides contra: epilepsia, espasmo, tétano e outras
doencas (FAN et al.,, 2010). Os venenos escorpiénicos, como dito anteriormente,
contém proteinas, nucleotideos, lipidios, e outras moléculas. Pequenos peptideos
também estdo presentes e apresentam varias atividades biolégicas como:
potenciacdo da bradicinina, atividade antimicrobiana e hemolitica, modulacdo do
sistema imune e atividades similares a de horménios (RATES et al., 2008).
Peptideos potenciadores de bradicinina reduzem a pressdo sanguinea. Essas
moléculas foram primeiramente isoladas do veneno de Bothrops jararaca, e
posteriormente também foram encontradas em outras serpentes, aranhas e
escorpides. Uma familia destes peptideos foi identificada no veneno do escorpido T.
serrulatus e foi denominada T. serrulatus Hipotensinas (VERANO-BRAGA et al.,
2008).

Alguns venenos escorpidnicos tem sido utilizados em tratamentos de doencgas,
como € o caso do veneno do escorpido cubano Rhopalurus junceus, conhecido
como escorpido azul. Este aracnideo ndo representa perigo para mamiferos e uma
solugdo diluida de seu veneno, conhecida como “Escozul’, tem sido utilizada
principalmente em Cuba como tratamento alternativo contra o cancer (GARCIA-
GOMEZ et al., 2011).

A clorotoxina, toxina especifica para canais para CI’, encontrada no escorpiao
israelense Leiurus quinquestriatus, se liga especificamente ao receptor MMP2
associado a canais de CI, que sédo expressos em grande quantidade em gliomas
(tumores de células da glia), mas ndo em células sadias. Uma verséao sintética desse

peptideo, TM-601, ligado ao iodo radioativo ja foi aprovado pela Food and Drugs
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Administration (FDA) como tratamento contra esse tipo de cancer (MAMELAK et al.,
2006).

O avanco da tecnologia possibilitou, e possibilita cada vez mais, um estudo
detalhado destes venenos e de suas atividades. Diante da existéncia de tantas
moléculas com propriedades que podem ser usadas para o desenvolvimento de
farmacos, e considerando que elas podem ser encontradas tanto no veneno de
escorpides de importancia médica, quanto nos nao letais, fica evidente a importancia

de estudar e caracterizar os diversos venenos existentes.

1.6. ESCORPIOES DO GENERO HADRUROIDES

O género Hadruroides (Pocock, 1893) esta incluido na familia luridae (cuja
distribuicdo esta representada na Figura 4) e na subfamilia Caraboctoninae. Este
género é composto por dezesseis espécies de escorpides de tamanho pequeno a
médio (até 80 mm), de coloracdo castanha amarelada com manchas mais escuras
(MAURY, 1974; OCHOA e PRENDINI, 2010). Espécies pertencentes ao género
Hadruroides j& foram encontradas na Bolivia, Chile, Coldmbia, Equador, Peru e
Venezuela (KARSCH, 1879; POCOCK, 1900; MELLO-LEITAO, 1945; ESQUIVEL DE
VERDE, 1968; KINZELBACH, 1973; MAURY, 1974; CEKALOVIC, 1983; SISSON e
FET, 2000). Entretanto, atualmente escorpides do género Hadruroides ocorrem no
Equador, Peru, norte do Chile e diversas ilhas, incluindo as ilhas Galapagos
(CEKALOVIC, 1966; MAURY, 1974; FRANCKE e SOLEGLAD, 1981; OCHOA,
2005). A maior parte dessas espécies tem distribuicdo limitada, exceto por H.
charcasus e H. lunatus, que, aparentemente, se distribuem mais amplamente
nesses paises. Porém, acredita-se que este fato possa ser atribuido as
identificacbes errdneas, devido a taxonomia confusa deste grupo (OCHOA e
PRENDINI, 2010).
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Figura 4- Distribuicdo geogréfica da familia luridae na América do Sul.
As areas mais escuras mostram onde s@o encontrados escorpifes desta familia (LOURENCO E
EICKSTDET, 2009).

O Peru é um dos paises de maior ocorréncia de escorpides do género
Hadruroides. Este pais apresenta topografia acidentada, especialmente pela
presenca da cordilheira dos Andes, que corta o pais do sul para o norte, dividindo-o
em trés macrorregides: area do deserto, vales andinos e area de florestas umidas.
Esta diversidade ambiental permite que esta nacdo possua uma fauna rica e
diversificada, com ampla distribuicdo geogréafica. Entretanto essa biodiversidade
ainda nao foi devidamente estudada (OCHOA, 2005).

No Peru ja foram relatados escorpides de pelo menos quarenta e uma espécies
e seis familias: Bothriuridae, Buthidae, Chactidae, Euscorpiidae, Ischnurida e luridae
(VELASQUEZ, 2004). Somente no sul do pais foram descritas trés familias, cinco
géneros e vinte e quatro espécies. Entre as espécies encontradas estdo: Tityus
footei, Tityus soratensis, Hadruroides lunatus, Hadruroides mauryi, Brachistosternus
(B.) ehrenbergii, Brachistosternus (M.) andinus, Brachistosternus (M.) peruvianus,
Brachistosternus (L.) titicaca e Orobothriurus ampay (OCHOA, 2005).

Treze das dezesseis espécies que compdem o0 género Hadruroides sao
encontradas no Peru. Quatro (H. charcasus, H. chinchaysuyu, H. geckoi e H.

leopardus) ocorrem nas areas de floresta seca no norte do Peru; trés (H.

14



bustamantei, H. carinatus e H. mauryi) habitam os vales inter-Andinos e seis (H.
aguilari, H. graceae, H. juanchaparroi, H. lunatus, H. tishqu e H. vichayitos) vivem no
deserto, ao longo da costa do Pacifico (OCHOA E PRENDINI, 2010).

Os escorpibes peruanos comecaram a ser estudados ha mais de 40 anos,
sendo que as primeiras informacdes toxinoldgicas foram resultantes principalmente
de pesquisas sobre a espécie H. lunatus (Figura 5) (AGUILAR, 1968; ESCOBAR et
al., 2002). Como destacado em vermelho na Figura 6, H. lunatus habita o Chile,
Equador e Peru. Porém, Em 2010, Ochoa e -colaboradores relataram que
encontraram escorpibes da espécie H. lunatus somente em Lima e na Isla
Pachacamac, ambos no Peru. Segundo os autores, os relatos de existéncia de H.
lunatus no Chile e no Equador seriam resultantes de erros de identificacdo e espécie
H. lunatus estaria sendo confundida com outras espécies do género Hadruroides.

H. lunatus € a espécie mais abundante na costa central do Peru, onde ocorre a
maioria dos casos de picadas e envenenamento em humanos (ZAVALETA et al.,
1981). O Ministério da Saude do Peru (Instituto Nacional de la Salud- INS) relatou a
ocorréncia de 41 casos de picadas por H. lunatus em Lima no ano de 2009. Apesar
da picada néo ser considerada fatal, ela causa dor e ardor, sendo aconselhado

tratamento dos pacientes com analgésico e anti-inflamatério.

Figura 5- Escorpido Hadruroides lunatus (OCHOA E PRENDINI, 2010).
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Figura 6- Distribuicdo da espécie H. lunatus.
A distribuicdo de escorpides H. lunatus esta representada pela area destaca em vermelho (Fonte:
http://www.toxinology.com).

Sdo0 poucos os estudos desenvolvidos acerca da caracterizacdo de
propriedades e a¢do do veneno de H. lunatus. Trabalhos anteriores ja relataram
alguns efeitos causados por venenos de escorpides do género Hadruroides. Em
1981, Zavaleta e colaboradores testaram o veneno de H. lunatus em camundongos
e constataram sua baixa letalidade para mamiferos (DLso = 68 mg/kg). Neste mesmo
trabalho, foi observado que a injecdo de veneno de H. lunatus em cées causava a
queda da pressdo sanguinea. Em 2004, Velasquez e Escobar identificaram uma
toxina de natureza béasica de 4,5kDa no veneno de H. mauryi, denominada Hm3,
gue causou contragdo e paralisia no membro inoculado de camundongos, assim
como elevou os niveis plasmaticos creatina quinase e lactato desidrogenase. Em
2008, Escobar e colaboradores relataram a existéncia de peptideos com atividade

antibacteriana também no veneno de H. mauryi.

Apesar da existéncia dos trabalhos citados acima, a composicdo e o0s

mecanismos de acdo das proteinas responsaveis pelos efeitos toxinolégicos ou
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farmacoldgicos do veneno desses escorpifes ainda sdo pouco conhecidos. Dessa
forma, tendo em vista a falta de estudo sobre o veneno do escorpido H. lunatus, seu
potencial biotecnolégico e sua possivel relevancia médica, este trabalho visa
desenvolver a caracterizacdo do veneno do escorpido em questdo, assim como das

alteracdes biologicas causadas por seu envenenamento em mamiferos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar de forma geral o veneno do escorpido peruano Hadruroides
lunatus quanto a suas propriedades bioquimicas e imunolégicas e descrever a

patofisiologia de seu envenenamento em roedores.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o conteado proteico do veneno por SDS-PAGE, HPLC
espectrometria de massas;

¢ Determinar a dose letal média do veneno por via intraperitoneal e intracranial;

e Investigar as suas possiveis atividades proteolitica, fosfolipasica e
hialuronidasica,;

e Avaliar a imunogenicidade e antigenicidade do veneno de H.lunatus e
possiveis reagbes cruzadas dos anticorpos especificos produzidos contra
outros venenos através do metodo de ELISA e Western Blot;

e Avaliar, no sangue de animais envenenados, alteracées no hemograma e na
bioguimica sérica;

e Avaliar alteracbes na histologia do coragdo, pulmao, rim e figado de ratos
envenenados;

¢ Avaliar a cinética da producéo de citocinas em camundongos envenenados;

e Avaliar possiveis alteracbes cardiacas causadas pelo veneno de H.lunatus,
através de eletrocardiograma dos animais e da medida da corrente transiente

de célcio em cardiomidcitos isolados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS E VENENOS

Escorpides da espécie H. lunatus foram coletados nas “lomas” (elevagbes
naturais de baixa altitude com declive suave e extenso, comuns do relevo peruano)
de Atocongo (Lima, Peru) e mantidos no Centro Nacional de Produccion de
Biologicos do Instituto Nacional de Salud (INS), em Lima, Peru. Os escorpides foram
mantidos em caixas de plastico com &gua disponivel para o consumo e alimentados
semanalmente com baratas. O veneno foi extraido por eletroestimulacéo do télson
(12 Volts) diluido em &gua Milli-Q e armazenado a -20 °C até seu uso. A

concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry (1951).

Escorpides Tityus serrulatus foram coletados na regido de Belo Horizonte e
mantidos na "Sec¢ao de Animais Peconhentos" da Fundacao Ezequiel Dias (FUNED)
de Belo Horizonte, Brasil. O veneno foi obtido por eletroestimulacdo do télson,
liofilizado e armazenado a -20 °C. O veneno de escorpides Androctonus australis
Hector foi cedido pelo Laboratoire de Biochimie, Faculté de Médecine, Marseille,
France, e o veneno de Centruroides sculpturatus foi adquirido da Sigma Chemical

Company, St. Louis,USA.

Camundongos C57BL/6, “Swiss” (pesando 18-22 g) e ratos Wistar (pesando
de 110-150 g) foram mantidos no Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG,
Brasil. Todos os animais receberam agua e comida ad libitum.

Coelhos “New Zealand” de oito a nove semanas de idade foram usados para
producdo de soro anti-veneno de H. lunatus, anti-veneno de T. serrulatus, anti-
toxinas de T. serrulatus (Tsl, Ts2, Tslll) e anti a anatoxina de T. serrulatus TSNTxP.

Os animais foram mantidos nas mesmas condi¢des descritas acima.

Os protocolos experimentais para realizacdo deste trabalho foram analisados e
aprovados pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal da UFMG-
CETEAUFMG. (Protocolo n° 092/11).

19



3.2. CARACTERIZACAO GERAL DO VENENO
3.2.1. Eletroforese

Amostras de veneno de H. lunatus foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE
seguindo o método de Laemmli (1970). Foi utilizado gel 12,5, 15% ou 20% e, as
amostras em condi¢des redutoras foram diluidas 1:1 em tamp&o de amostra (Tris-
HCI 0,7 M pH 6,8, azul de bromofenol a 0,25% pl/v, glicerol a 10% v/v, B-
mercaptoetanol 2,5% v/v e SDS 4% p/v), homogeneizadas, fervidas a 100°C por 5
minutos e aplicadas no gel. Foram aplicados 20 ug de veneno e a eletroforese foi
realizada a 120 V, com duracdo de aproximadamente 90 minutos e os géis foram
corados com Coomassie Blue ou prata. Para a coloracdo de Comassie o gel foi
colocado por 18 horas em 100 mL de solucdo de Coomassie Blue (0,275 g de
Coomassie Blue, 50 mL de metanol, 10 mL de &cido acético glacial e 50 mL de agua
destilada). Depois de corado, o gel foi imerso em 100 mL de solugcé&o descorante (50
mL de metanol, 250 mL de &cido acético e 400 mL de &gua destilada) para a
visualizacdo das bandas. Para coloracao por prata, o gel foi mergulhado em 100 mL
de solucéo fixadora (50 mL de Metanol, 12 mL de Acido Acético e 40 pL de
formaldeido, em agua destilada) por pelo menos 1 h. Entdo a solucao foi retirada e o
gel foi lavado trés vezes de 7 min cada com agua destilada. Posteriormente o gel foi
colocado em uma solucéo de tiossulfato de sodio 0,004% p/v durante 1 minuto. Apos
trés ciclos de lavagem o gel foi imerso em 100 mL de uma solugéo contendo 0,1 g
de AgNO3; e 75 pL de formaldeido em agua destilada). Entdo foi feita uma rapida
lavagem e o gel foi colocado na solugéo de desenvolvimento (6 gramas de Na,COg3
6% p/v, 50 pL de formaldeido e 2 mL de tiossulfato de s6dio em agua destilada.
Apoés o aparecimento das bandas, a solucdo de desenvolvimento foi descartada e a
reacao foi interrompida pela solucédo de parada (50 mL de Metanol, 12mL de Acido
acetico em 100 mL de agua destilada).

3.2.2. Cromatografia

A separacdo cromatografica das fracbes do veneno foi realizada em fase
reversa utilizando High Performance Liquid Chromatography HPLC (Shimadzu). Um
miligrama de veneno bruto foi aplicado em uma coluna de fase reversa Shimadzu-
Pack CLC-ODS C18 (6x150 mm), eluida a 1mL/min. Apds equilibrar a coluna, as
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fracbes do veneno foram separadas por gradiente linear de 0 até 60% de
Acetonitrila- TFA 0,1%, em 60 min. Em seguida foi aplicado um gradiente linear de
60 a 100% de Acetonitrila- TFA 0,1%, por 30 min. O ensaio cromatografico foi

monitorado por absorbancia a 214 e 280 nm.

3.2.3. Espectrometria de Massa

Tanto o veneno total quanto algumas fragbes obtidas da cromatografia foram
submetidos a analise por espectrometria de massas MALDI-TOF. A analise foi
realizada utilizando o instrumento MALDI-TOF-TOF AutoFlex III™ (Bruker Daltonics)
em modo positivo/linear controlado pelo software FlexControl™. A calibragéo para a
analise do veneno total foi feita utilzando Peptide Calibration Standart I, Protein
calibration standart | e Protein Calibration Standart Il (Bruker Daltonics) como
padrdo. Foram utilizadas as matrizes a-cyano ou 4cido sinapinico sendo que para a
andlise 1 yL de matriz foi adicionado a 1 pL de amostra. As amostras foram
aplicadas em alvos MTP AnchorChip™ 400/384 (Bruker Daltonics) usando

protocolos padrao para o método da gota seca.

3.2.4. Dose Letal Média (DLsg)

A letalidade foi avaliada pelas vias intraperitoneal (i.p.) e intracranial (i.c.).
Grupos de quatro camundongos C57BL/6 receberam injecdes via i.p. com diferentes
doses de veneno (de 11,53 a 32,95 mg/kg) diluido em 0,5 mL de PBS-BSA 0,1%.

Para DLsp via i.c., camundongos Swiss foram separados em grupos de seis
animais, sendo que cada grupo recebeu uma dose de veneno diferente (variando de
0,075 a 0,8 mg por quilo) diluido em 5 uL de PBS-BSA 0,1%.

Vinte quatro horas depois as mortes foram contabilizadas e a DLs, foi calculada
usando o programa de analise Probit (Finey, 1971).

3.2.5. Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada utilizando dimetilcaseina (Sigma) como
substrato. O ensaio foi realizado de acordo com o método de Lin et al. (1969), com
modificacdes descritas por Sanchez et al. (2000). Em resumo, 250 pL de
dimetilcaseina 0,2% (em PBS) foram adicionados a 250 pyL de tampao HEPES 50
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mM, pH 7,4, sendo ent&o incubados por 5 minutos a 37 °C. Aplicou-se 5, 10, 20 e 40
Hg de veneno e incubou-se por 30 minutos a 37 °C e mais 5 minutos em banho
fervente. Apds a adicao de 250 uL de TNBS 0,1% e 250 puL de bicarbonato de sédio
4% a solucao foi incubada por 30 minutos a 50 °C e em seguida foram adicionados
250 pL de SDS 10% e 125 pL de HCI 1N. Os valores da absorbancia foram entéao
determinados a 340 nm. Uma unidade foi definida como AA 340 nm/min (em relag&o

ao branco). A atividade foi expressa em relacéo a concentracdo de proteinas (mg).

3.2.6. Atividade de Fosfolipase A,

A atividade da enzima fosfolipase A, foi determinada através de ensaio
hemolitico indireto de acordo com Gutierrez et al. (1988) com pequenas
modificacdes. Concentracdes crescentes de veneno de H. lunatus (0,0625, 0,125,
0,25, 0,5 e 1 pg) foram preparadas em um volume final de 15 uL de PBS e
adicionadas a pocos de 2 mm em gel de agarose (0.8% em tampéo fosfato pH=8.1)
contendo 1.2% de eritrécitos de coelhos, 1.2% de gema de ovo, como fonte de
lecitina, e 100mM CaCl,. As placas foram incubadas a 37 'C por 18 horas e os
didmetros dos halos hemoliticos foram medidos. Como controle, foram testados 15
uL de PBS sozinho em um poco do gel. Uma unidade (Minimum Phospholipase
Dose - MPD) corresponde a concentracdo minima de veneno que produz um halo

hemolitico de 10 mm diametro. Os experimentos foram conduzidos em duplicata.

3.2.7. Atividade Hialuronidasica

A deteccao da atividade hialuronidasica e de sua massa molecular relativa foi

realizada de acordo com Cevallos et al. (1992).

Foi utilizado o sistema de eletroforese descrito por Laemmli (1970) com a
modificacdo de que o &cido hialurénico (Sigma) foi incorporado (0,5 mg/mL) a matriz
do gel durante a polimerizacdo. Foram aplicados 5 e 10 pug dos venenos de H.
lunatus e T. serrulatus e a eletroforese foi realizada a 110V a temperatura ambiente
até o indicador alcancar o final do gel. Apos a eletroforese, o gel foi lavado duas
vezes em 50 mL de uma solucéo de Triton X-100 a 5% em tampdao fosfato de sodio
0,1M, pH 5,8 , com 0,15M de NaCl, por uma hora; uma vez em 50 mL de Triton X-
100, 0,05% em tampéao pH 5,8, por uma hora e finalmente em 50 mL de tampéao pH
58 sem Triton X-100 por 10 min. Todos estes passos foram realizados a
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temperatura ambiente sob agitacdo, e permitiu a troca do dodecil sulfato de sodio
por Triton X-100 e equilibrar o gel em um tampédo adequado para a atividade

enzimatica. O gel foi entdo transferido para o tampé&o sem Triton X-100, colocado em

um recipiente fechado e incubado a 37°C pelo tempo desejado. Ap6s a incubagéo, o
gel foi lavado duas vezes por 15 min em 50 mL de tamp&o Tris-HCI 0,015 M, pH
7,95, e colocado na solucdo corante sob rotacdo suave por pelo menos 5 horas e
mantida no escuro até ser fotografado. Uma solucéo estoque de 0,1% de Stains-all
(1-ethyl-2-[3-(1-ethylnaphthol [1,2-d] thiazolin-2-ylidene) - 2 - methylpropenyl]
naphthol [1,2-d] thiazolium bromide; Cat. No. 2718 da Eastman Kodak Company,
Rochester, NY, U.S.A.) em formamida pura foi guardada em um recipiente escuro. A
solugcéo corante foi preparada no momento de sua utilizagdo, combinando 5mL da
solucédo corante estoque com 5 mL de formamida, 20 mL de isopropanol, 1,5 mL de
Tris-HCI 1M, pH 7,95, e 4gua deionizada para um volume de 100 mL (Green et al.,
1973). Antes de registrar fotograficamente, o gel corado foi colocado em 5% de
formamida e 20% de isopropanol, em Tris-HCI 0,015 M, pH 7,95, até que as bandas
de atividade tornarem-se claras vistas contra um intenso fundo azul de &cido
hialurénico ndo hidrolisado. As proteinas padrdes de peso molecular foram sempre
separadas na outra extremidade da placa de gel; imediatamente apés a eletroforese,
a linha correspondente foi cuidadosamente seccionada e corada com Coomassie

brilliant blue R-250, visto que o acido hialurdnico ndo reage com este corante.

As amostras para eletroforese foram preparadas misturando o tampé&o de
amostra (sem [(-mercaptoetanol), a temperatura ambiente, visto que tanto a
presenca de agente redutor quanto o0 aquecimento da amostra abole

irreversivelmente a atividade enziméatica dos venenos testados.

3.3. CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DO VENENO

3.3.1. Protocolos de Imunizacao

Fémeas adultas de coelhos New Zealand (2.0 — 2.5 kg) foram usadas para
producdo de anticorpos anti-veneno de H. lunatus, T. serrulatus anti-toxinas de T.
serrulatus (Tsl, Ts2 e Ts3) e anti anatoxina de T. serrulatus TSNTxP. ApOs coletar
soro pré immune, 0s animais imunizados com veneno receberam uma injecao inicial
de 100 ug de veneno total com adjuvante completo de Freund. Trés refor¢os foram
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feitos subcutaneamente 14, 21 and 28 dias depois com uma dose menor (50 pg) em
adjuvante incompleto de Freund. J& os animais imunizados com Ts1, Ts2, Ts3 e
TsSNTXP receberam a primeira dose de 10 pg de antigeno e os trés reforcos foram
feitos com 25 pg seguindo os mesmos intervalos descritos anteriormente. O sangue

destes animais foi coletado e centrifugado, uma semana depois da ultima injecao.

3.3.2. Western Blot

Para avaliar a imunogenicidade do veneno de H. lunatus, foram aplicados 10 e
20 pg deste veneno em gel contendo 12,5% de acrilamida. J& para os estudos
comparativos foi realizada eletroforese SDS-PAGE (gel 20%) com 13,5 ug de
veneno de A.australis, C. sculpturatus, T. serrulatus e H. lunatus, como descrito
anteriormente. Apés a corrida os geéis foram transferidos para membranas de
nitrocelulose (Towbin, 1979) e estas foram bloqueadas por 1 hora com PBS
contendo 0,35% de Tween. Depois de trés lavagens de 5 minutos com PBS-Tween
0,05%, as membranas foram incubadas por 1 hora e 30 minutos com soro de coelho
anti-H. lunatus na diluicdo de 1:1500. As membranas foram lavadas (PBS-Tween
0,05%) mais trés vezes e entdo foram incubadas por 1 hora com IgG anti-coelho
conjugada com peroxidase (1:4000 ou 1:8000). Apoés trés lavagens de 5 minutos
com PBS-Tween 0.05%, as proteinas imunorreativas foram detectadas utilizando
DAB/cloronaftol de acordo com as instru¢ces do produtor.

3.3.3. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Placas flexiveis de microtitulacdo (BD Biosciences, USA) foram sensibilizadas
durante toda noite a 5 °C com 100 uL de uma solucdo de tamp&o carbonato pH 9.6
contendo 10 pug/mL de veneno total de H. lunatus, T. serrulatus, A.australis ou C.
sculpturatus. Ap6s lavagem com solugcdo salina contendo 0,05% de Tween, 0S
pocos foram bloqueados com caseina 2% em PBS por 1 hora a 37 °C. Os pogos
foram lavados novamente e em seguida foram adicionados soros pré imune e imune
de coelhos em diferentes diluicdes sendo incubados por 1 hora a 37 °C. As placas
foram lavadas e a IgG anti-coelho conjugada com peroxidase foi incubada por 1 hora
a 37 °C na diluicdo de 1:8000. Apds lavagem das placas foram adicionados 100 pL
de o-fenilenediamina (0,33 mg/ml em tampé&o citrato, pH 5,2, na presenca de 0,04%

de peroxido de hidrogénio). A reacéo foi parada apos 20 minutos pela adicdo de 20
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UL de uma solucdo de acido sulfurico (1:20). Os valores de absorbancia foram
determinados a 492 nm usando leitor de placas de ELISA (BIO-RAD, 680 models).

Os experimentos foram feitos em duplicata e as médias foram calculadas.

3.4. CARACTERIZACAO PATOFISIOLOGICA DO ENVENENAMENTO

Ratos Wistar (110-150 g) foram distribuidos em dois grupos experimentais,
cada um com seis animais. Animais do grupo controle receberam 400 pL de agua
Milli-Q e os do grupo tratado foram inoculados com 400 pL de agua ultra pura
contendo 750 pg de veneno de H. lunatus. A administracdo do veneno foi realizada

subcutaneamente na regido interescapular.

Trinta minutos apds a inje¢cdo os animais foram anestesiados via intramuscular
com uma mistura de hidroclorido de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (75 mg/kg). O
sangue foi coletado por puncédo intracardiaca 30 min depois da administracdo de
placebo ou veneno. Apés a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados por
hipovolemia por punc¢éo intracardiaca e submetidos a necrépsia.

3.4.1. Analise Hematol6gica

Para avaliar alteracbes no hemograma de ratos envenenados, foram
investigados os niveis de plaquetas, hemacias, hemoglobina (Hb), volume globular
(VG), volume globular médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM) e
concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM). As contagens totais de
eritrocitos e leucocitos e de concentracdo de hemoglobina foram realizadas com
auxilio de contador eletrbnico. Para contagem diferencial de leucocitos e total de
plaguetas, foram feitos esfregacos sanguineos em laminas de vidro, fixados e
corados com pangtico, de acordo com Ferreira Neto et al. (1982). O volume globular
foi mensurado utilizando centrifuga para microhematocrito. A concentracdo das

proteinas totais foi determinada por refratometria.

O perfil eletroforético das proteinas séricas foi obtido por eletroforese de gel
de agarose (Celmgel, CELM general agarose gel) e o gel foi corado com Ponceau.
Visando a determinacdo das concentracoes de albumina e globulina, foi utilizado o
software CELM SE-250.
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3.4.2. Anélise Bioguimica

Para avaliar o possivel dano tecidual causado pelo envenenamento, foram
determinadas as concentracbes seéricas de diversas proteinas nos ratos
envenenados. O perfil bioquimico foi estabelecido por andlise cinética de creatina
cinase (CK), isoenzima CK-MB, lactato desidrogenase (LDH) e aspartato
aminotransferase (AST) com kits comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil)
utlizando TP analyser.

3.4.3. Analise Histopatolégica

Coracdo, pulmdes, rins e figado coletados dos animais envenenados e
eutanasiados foram fixados em formol a 10% neutro tamponado e embebidos em
parafina. Confeccionou-se cortes histolégicos de 4 um que foram corados pela

hematoxilina-eosina e avaliados microscopicamente.

3.4.4. Analise da Producéao de Citocinas

Para esta analise especifica, foram utilizados camundongos Swiss (18-22 g),
divididos em seis grupos de cinco animais cada. Trés grupos foram injetados
subcutaneamente com 0,1 mL de solu¢do de PBS contendo 20 pug de veneno total
de H. lunatus. Os trés grupos restantes foram utilizados como controle e receberam
apenas 0,1 mL de PBS pela mesma via. Foram definidos trés intervalos (30, 180 e
360 min) e a cada intervalo dois grupos, um controle e um tratado, foram sangrados.
Para a obtencdo do soro as amostras sanguineas foram colocadas por 15 min em
estufa a 37 °C, em seguida foram transferidas para geladeira permanecendo por 30

min e por fim foram centrifugadas a 4000 RPM.

O perfil de citocinas Th1/Th2/Th17 foi avaliado nos soros obtidos conforme
descrito anteriormente. As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-10 e IL-17A foram
dosadas por citometria de fluxo com citbmetro de fluxo FACScan (BD Biosciences,
USA) utilizando kit Cytometric Bead Array (CBA - BD Biosciences, USA).
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3.5. CARACTERIZAGAO DOS EFEITOS CARDIOTOXICOS DO VENENO

3.5.1. Eletrocardiografia (ECG)

Conforme descrito na secédo “Analise Hematolégica” de Materiais e Métodos
foram utilizados dois grupos experimentais, cada um contendo 6 ratos Wistar. Em
um grupo controle foi inoculado 400uL de &gua ultra pura, jA no outro grupo foi
inoculado 750ug de veneno diluido em 400uL de agua ultra pura. Para a realizacao
do exame eletrocardiografico os ratos foram transferidos para o consultério de

cardiologia do Hospital Veterinario da UFMG.

Os animais foram mantidos sob anestesia geral utilizando-se a injecéo
intramuscular da associagdo entre morfina (2,5 mg/kg) e diazepan (2,5 mg/kg)
(Flecknell, 1996) como pré anestesia. Para indugcdo e manutencdo da anestesia
geral os animais foram colocados em posicdo supina e foi aplicado isoflurano 2,5%
utilizando o inalador anestésico Metalvet Plus (Metalvet, Sdo Paulo, SP, Brazil). Os
eletrodos foram ligados nos membros anteriores (amarelo no membro esquerdo e
vermelho no direito) e nos posteriores (verde no esquerdo e preto do direito) como é
mostrado na Figura 7. Tracados computacionais de ECG (ECG-PC TEB, Sao Paulo,
Brazil) foram obtidos antes do experimento (TO) e durante 30 min depois. A cada 5
min as variaveis foram examinadas, totalizando sete tempos de analise (TO, T5, T10,
T15, T20, T25 e T 30). Foram avaliados frequéncia cardiaca (FC), ritmo cardiaco,
medicdo e intervalo das ondas. Como a software de ECG apresenta resultados
como intervalo de RR em ms, a frequéncia cardiaca (batimentos por minuto) foi
calculada pela divisdo 60000/intervalo RR (ms), ja que 1 min corresponde a 60000
ms. ECG foi gravado com a velocidade de 50 mm/s, foram considerados para a

analise a sensibilidade de 2N e derivacao Il.
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Figura 7- Eletrocardiografia em ratos.

Ratos foram mantidos sob anestesia inalatéria e para isto foram colocados em posicao supina e foi
aplicado isoflurano 2,5% utilizando o inalador anestésico Metalvet Plus (Metalvet, Sdo Paulo, SP,
Brazil)

3.5.2. Andalise do Transiente de Calcio em Cardiomidcitos

Dois camundongos C57BL/6 foram eutanasiados por deslocamento cervical. O
térax foi aberto e, posteriormente, as cartilagens condrocostais em ambos os lados e
o esterno rebatido para cima, expondo dessa forma a cavidade toracica. Em
seguida, o coracéao foi retirado e colocado em uma placa de petri. Na placa de petri,
todos os tecidos, exceto o do coragdo, foram removidos, deixando a mostra o coto
da aorta. O coracdao foi canulado pelo coto da aorta, com o auxilio de duas pincas, e
fixado na canula por uma linha. O 6rgdo canulado foi entdo colocado no sistema de
Langendorff para o inicio da perfuséo retrograda.
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Para a obtencdo de cardiomidcitos utilizou-se o procedimento padrdo para
dissociacdo enzimatica como descrito por Mitra e Morad (1985). Os coracdes
colocados em um sistema de Langendorff foram perfundidos por cerca de cinco
minutos com solucédo tampé&o. Posteriormente os corac¢des foram perfundidos por 10
a 15 minutos com uma solugdo contendo 1mg/mL de colagenase tipo Il
(Worthington, USA) e 0,17 mg/mL protease tipo IX (Sigma). O coracdo digerido foi
removido da canula e a regido dos ventriculos foi separada e cortada em pequenos
pedacos. Células isoladas foram obtidas por isolamento mecéanico. Apdés a
dissociacdo dos cardiomiocitos ventriculares, as células foram colocadas em meio
de cultura DMEM (Sigma) com soro fetal bovino a 10% (Cultilab, Brasil). Apenas
células tolerantes ao calcio, quiescentes e com estriacbes bem definidas foram
utilizadas. Os cardiomiocitos foram usados até 2 a 3 horas ap6s o final da

preparacao.

Para realizacdo da medida do transiente de calcio intracelular, foi feita uma
incubacédo dos cardiomiocitos com uma sonda fluorescente sensivel a calcio (fluo 4
AM — 5 pmol/L), excitada no comprimento de onda 488nm e com emissdo em
515nm, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Ap6s a marcagdo, 0 excesso
de sonda foi removido e adicionado novamente DMEM para a realizacdo dos
experimentos. Os cardiomidcitos foram incubados com 0,025 pg de veneno por 5
minutos e como controle foram usadas as células incubadas apenas com a sonda e
DMEM. As células cardiacas foram estimuladas na frequéncia de 1 hertz, com um
pulso quadrado de duracédo de 5ms e 30V. Apos a aplicacao de 8 pulsos elétricos foi
feita uma varredura repetitiva ao longo de uma linha no eixo longitudinal das células
(512 x 3000 pixels), com laser argdnio (488nm) e frequiéncia de aquisicdo de 1,54
ms, utilizando-se um microscépio confocal Zeiss 510 Meta (GUATIMOSIM, 2001).
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO GERAL DO VENENO

4.1.1. Perfil eletroforético

Para a visualizacdo geral do conteudo do veneno bruto de H. lunatus foi
realizada eletroforese SDS-PAGE com 12,5% de acrilamida. A Figura 8 mostra o
perfil eletroforético do veneno de H. lunatus em diferentes concentragées. Foram
aplicados 40, 20 e 10ug nas canaletas 1, 2 e 3, respectivamente. Verifica-se que o
veneno possui moléculas de tamanhos bem distintos, sendo que as menores
observadas possuem massa com valor inferior a 15 kDa e as maiores apresentam
valores superiores a 70 kDa. As amostras utilizadas foram preparadas em condi¢des

redutoras e o gel foi corado pela prata.
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Figura 8- Perfil eletroforético do veneno de H. lunatus.

O gel de poliacrilamida 12,5% correu em tampéo Tris-Glicina de acordo com Laemmli (1970). Foram
aplicadas amostras contendo 40 (canaleta 1), 20 (canaleta 2) e 10ug (canaleta 3) de veneno. O gel foi
corado pela prata.

Como j4 é sabido, venenos escorpidnicos sdo ricos em neurotoxinas
(proteinas de pequena massa molecular), por isso, para melhor visualizagdo dessas

moléculas foi realizado outro gel, com maior porcentagem de acrilamida e foi
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utilizado um padrdo de proteinas de baixo peso molecular. E possivel observar na
Figura 9 a existéncia de proteinas com massa préxima de 8,5 kDa assim como de

uma banda mais espessa com peso molecular de aproximadamente 3,5 kDa.
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Figura 9- Perfil eletroforético do veneno de H. lunatus utilizando padrdo de baixa massa
molecular.

O gel de poliacrilamida 15% correu em tamp&o Tris-Glicina de acordo com Laemmli (1970). Foram
aplicados 20 pg de veneno de H. lunatus. O gel foi corado com Coomassie Blue.

4.1.2. Espectrometria de Massas

ApOs a determinacgdo do perfil eletroforético, foi feita analise mais acurada das
massas das moléculas contidas no veneno total de H. lunatus. Para isso, foi utilizada
a técnica de espectrometria de massa. Como € possivel observar na Figura 10,
existe um grande numero de moléculas com massa menor do que 5000 Da, que
provavelmente representam os peptideos presentes no veneno. Observa-se também
a presenca de muitas proteinas com massa entre 5000 e 10000 Da, sugerindo a
presenca de neurotoxinas. Adicionalmente foram identificadas algumas proteinas
com massa entre 10000 e 14000 Da.
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Figura 10- Espectrometria de massas do veneno total de H. lunatus.
O veneno bruto foi submetido a analise por MALDI-TOF usando a resina a-ciano como matriz.

4.1.3. Perfil Cromatografico

O veneno de H. lunatus foi purificado por HPLC em fase reversa (C18) e o perfil
cromatografico € mostrado na Figura 11. Foram obtidos diversos picos de eluicdo,
porém, como foi utilizado um coletor automatico, alguns deles foram agrupados, tendo
sido isoladas 19 fracfes, eluidas ao longo de todo o gradiente de acetonitrila,
demonstrando grande variabilidade na hidrofobicidade das moléculas presentes no

veneno.
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Figura 11- Perfil cromatografico do veneno total de H. lunatus

Para separacéo das fra¢cbes do veneno por HPLC foi aplicado 1 mg de veneno em uma coluna de
fase reversa (Shimadzu-Pack CLC-ODS C18). Apos equilibrar a coluna, as fracdes do veneno foram
separadas por gradiente linear de 0 até 60% de Acetonitrila- TFA 0,1%, em 60 min. Em seguida foi
aplicado um gradiente linear de 60 a 100% de Acetonitrila- TFA 0,1%, por 30 min. As fracdes (F)
foram observadas antes do gradiente chegar em 50% de Acetonitrila- TFA 0,1% e estdo numeradas
de 1lal9.

4.1.4. Dose Letal Média (DL50)

A primeira atividade a ser testada foi a toxicidade do veneno de H. lunatus para
mamiferos. O ensaio foi realizado utilizando camundongos C57BL/6. Apds injecao
intraperitonial (i.p.), foram observados sintomas tipicos de envenenamento
escorpidnico, como agitacdo, salivacdo, lacrimejamento, sudorese e letalidade
(Figura 12). O valor da DLsg foi determinado como 21,55 mg/kg de massa corporal

de camundongo.

A neurotoxicidade do veneno também foi avaliada através da DLs intracranial
(i.c.). O veneno apresentou efeitos neurotoxicos significativos, ja que imediatamente
apos a injecdo os camundongos apresentaram agitacdo acentuada e movimentacao
anormal. Alguns se colocaram em decubito dorsal e apresentaram movimentos de

pedalagem. O valor da DLso foi de 0,1mg/kg de massa corpérea de camundongo.
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Figura 12- Sintomas observados ap0s injecdo de veneno de H. lunatus (via intraperitoneal) em
camundongos.

Figura (A) Animal com olhos esbranquicados (apontado pela seta) devido ao intenso lacrimejamemto.
(B) Camundongo com sudorese e salivacdo acentuada.

4.1.5. Atividade Proteolitica

Algumas atividades enzimaticas do veneno de H. lunatus também foram
analisadas. A primeira a ser determinada foi a atividade proteolitica. Os ensaios
realizados para investigar esta propriedade do veneno foram executados de acordo
com o método de Lin et al. (1969) modificado por Sanchez et al. (2000). Foi
verificado que o veneno de H. lunatus apresentou atividade proteolitica sobre
dimetilcaseina. A Figura 13 mostra os valores de absorbancia resultantes quando 5,
10, 20 e 40 pg de veneno foram incubados com o substrato por 30 minutos a 37 °C.
A atividade especifica do veneno bruto foi de 0,46 + 0,03 U/mg.min, sendo que uma
unidade € a AA340 nm/min em relacdo a concentragdo de proteinas (mg). Os

experimentos foram realizados em duplicata.
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Figura 13- Atividade proteolitica do veneno de H. lunatus sobre dimetilcaseina.

Os experimentos foram realizados utilizando o método de Lin et al. (1969) com algumas modificacfes
descritas em Sanchez et al.(2000), como descrito em Materiais e Métodos. Os valores da absorbancia
(a 340 nm) indicam a atividade proteolitica referente a 5, 10, 20 e 40 ug de veneno apds 30 min de
incubacéo com o substrato. Uma unidade proteolitica foi definida como AA 340nm/min, e a atividade
foi expressa em relag&o & concentragéo de proteina (mg).

4.1.6. Atividade Fosfolipasica

Também foi investigada a presenca de atividade fosfolipasica no veneno de H.
lunatus. Esta atividade enzimatica foi avaliada pelo método hemolitico indireto
descrito por Gutiérrez et al.(1988) com pequenas modificacdes. As diferentes
concentracbes de venenos testadas e o diametro dos halos produzidos sé&o
apresentados na Tabela 3 e os halos hemoliticos podem ser visualizados na Figura
14. O gréfico representado na Figura 15 demonstra que a atividade fosfolipasica é
dose dependente e que a dose minima fosfolipdsica (MPD), que corresponde a
menor concentracdo de veneno que produz um halo de 1 cm de diametro, foi

determinada como 0,125ug
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Tabela 3- Atividade fosfolipasica do veneno de H. lunatus.
Diametros dos halos observados em relagao a quantidade de veneno aplicada.

Veneno (ug) Diédmetro do halo (cm)
1 1,537
0,5 1,337
0,250 1,125
0,125 1,0
0,0625 0,8

1Hg

0,5 ug 0,0625ug

0,25 ug

Figura 14- Halos da atividade fosfolipasica do veneno de H. lunatus.

O ensaio foi realizado de acordo com Gutiérrez et al.(1988), com pequenas modificagdes. Foram
avaliadas as doses de 0,0625; 0,125; 0,250; 0,5 e 1 ug de veneno, as quais produziram halos de 0,8;
1,0; 1,125; 1,337 e 1,537 cm de diametro, respectivamente. A dose minima fosfolipasica (MPD) foi
de 0,125ug
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Figura 15- Gréfico da atividade fosfolipasica (PLA,) do veneno de H. lunatus.

A atividade foi avaliada através do método hemolitico indireto. Foram aplicados 15 pL de PBS
contendo diferentes concentracdes (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 pg) de veneno de H. lunatus e 15 pL
de PBS foram usados como controle. As placas foram incubadas a 37 °c por 18 horas e os didmetros
dos halos hemoliticos foram medidos.

Foi investigada a atividade fosfolipasica de todas as fracdes obtidas na
purificacdo por fase reversa descrita anteriormente. Devido a pouca quantidade de
amostra de cada fracdo, os testes foram apenas qualitativos, pois ndo foi possivel
realizar a dosagem de proteinas dessas amostras. As fracoes testadas e o diametro
dos respectivos halos sédo mostrados na Figura 16A. Os halos produzidos pelas fragbes
10, 11 e 12 apresentaram-se mais amarelados, enquanto os outros halos mostram-se
esbranquicados. Apesar de o teste feito ser considerado especifico para fosfolipase A2,
as diferencas nas coloracfes dos halos podem indicar tipos de fosfolipases diferentes,
porém estudos mais especificos devem ser feitos para que se possa obter esta
informagao com precisédo (HABERMANN, 1972).

Pelo jA mencionado problema de pouca disponibilidade de cada amostra, ndo foi
possivel repetir os experimentos para todas as fracdes. A fracdo que apresentou
atividade e que estava em maior volume foi a de numero 15 e por isso foi testada
novamente e teve seu teor analisado por espectrometria de massa. A Figura 16B

mostra os valores de massa molecular (11914,5 Da e outra de 13650,6 Da) que foram
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encontrados para esta fracdo. A atividade da fracdo 15 estd representada na Figura

16C sendo que 13,6 pg produziram um halo hemolitico de 2,1 cm de didmetro.
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Figura 16- Andlise geral das fragdes do veneno de H. lunatus.

Fig 16A mostra a separagdo em HPLC de 1 mg do veneno bruto de H. lunatus. A amostra foi aplicada
em uma coluna de fase reversa (Shimadzu-Pack CLC-ODS C18). Ap6s equlibrar a coluna, as fracdes
do veneno foram separadas por gradiente linear de solucdo A a 60% de solugéo B, correndo por 60
min No cromatograma o perfil cromatografico esta representado pela linha preta e o gradiente de
concentracdo de acetonitrila pela linha tracejada. A atividade fosfolipasica de algumas fracdes foi
determinada por ensaio hemolitico indireto. As fra¢cdes 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18 e 19
apresentaram atividade fosfolipasica. O halo produzido por cada fragédo esta representado pela linha
cinza localizada acima da respectiva fracdo. A Fig 17B mostra a andlise espectrofotométrica principal
fracdo do veneno de H. lunatus que apresentou atividade fosfolipasica (fragcdo 15). Duas massas
moleculares foram identificadas, uma de 11914,5 e outra de 13650,6 Da. A Fig 13 C mostra a
ativividae fosfolipdsica da fragdo 15 foram aplicados 13,6pg desta fragdo e o halo hemolitico foi
medido, apresentando 2,1 cm de didametro.

4.1.7. Atividade Hialuronidasica

A atividade hialuronidasica do veneno foi analisada usando a técnica de
zimografia (CEVALLOS et al.,1992), na qual o substrato que se deseja estudar é
incorporado a um gel de acrilamida. As possiveis enzimas com atividade
hialuronidasica presentes no veneno sao renaturadas e a atividade sobre o substrato
incorporado ao gel é visualizada pelo descoramento de corante especifico. Dessa
forma, esta técnica possibilita identificar tanto a presenca da enzima quanto sua
massa molecular relativa. Foram aplicados 10 e 5 ug de veneno de H. lunatus nas
canaletas 1 e 2, respectivamente. Da mesma forma foram aplicados 10 e 5 ug de
veneno de T. serrulatus nas canaletas 3 e 4, respectivamente. A Figura 17 mostra o
gel resultante do ensaio, que revelou que o veneno apresenta, de fato, atividade
hialuronidasica e a enzima possivelmente responsavel possui uma massa molecular
de, aproximadamente, 41 kDa. O mesmo resultado foi observado para o veneno de

T. serrulatus.
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Figura 17- Atividade hialuronidasica do veneno de H. lunatus e de T. serrulatus.

Foi feito o zimograma dos veneno de acordo com Cevallos et al. (1992). Nas canaletas 1 e 2 foram
aplicados 10 e 5 pg de veneno de H. lunatus, respectivamente. Nas canaletas 3 e 4 foram aplicados
10 e 5 pg de veneno de T. serrulatus, respectivamente. As bandas revelam a presenca de uma
enzima com massa molecular em torno de 41 kDa.

4.2. CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DO VENENO

4.2.1. Western Blot

Para realizacdo dos estudos imunoquimicos, foi feita a imunizacéo de coelhos

visando a obtencdo de anticorpos especificos anti-veneno de H. lunatus. Para

comparacao direta, foi imunizado também um coelho com veneno de T. serrulatus.

Para avaliar a imunogenicidade das proteinas do veneno de H. lunatus, foi
realizado Western Blot como descrito em Materiais e Métodos. Foram aplicados 10 e
20 pg de veneno e, apos a eletroforese (gel 12,5%), o padrdo foi cortado e o
restante da membrana foi submetida ao imunoensaio. O soro de coelho anti-veneno
de H. lunatus foi utilizado na diluicdo de 1:1500 e a IgG anti-coelho conjugada com

peroxidase na diluicdo de 1:8000. O Western Blot revelou que a grande maioria das
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proteinas visualizadas no gel é imunogénica (Figura 18), uma vez que a maior parte
das bandas detectadas por SDS-PAGE foram reconhecidas pelo soro imune de

coelho.
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Figura 18- Western Blot mostrando imunogenicidade do veneno de H. lunatus.

Reconhecimento do veneno de H. lunatus pelo soro de coelho anti-H. lunatus. 20 e 10 pug de veneno
foram aplicadas nas canaletas 1 e 2, respectivamente, no gel contendo 12,5% de acrilamida. O
veneno foi submetido a eletroforese SDS-PAGE e o gel foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose. O soro foi aplicado na diluicdo de 1:1500 e o anticorpo secundéario na diluicdo de
1:8000.

A investigacdo da existéncia de reatividade cruzada do soro anti-veneno de H.
lunatus com venenos de outros escorpifes também foi realizada utilizando o ensaio
de Western Blot. Foram aplicados 13,5 pg dos venenos de A. australis, C.
sculpturatus, T. serrulatus e H. lunatus nas canaletas 1, 2, 3, e 4, respectivamente
(Figura 19). Na canaleta 5 foram aplicados 5 pL de padrdo de massa molecular. O
soro de coelho anti-veneno de H. lunatus foi utilizado na diluicdo de 1:1500 e a 1gG
anti-coelho conjugada com peroxidase na diluicdo de 1:4000. Na canaleta 4
confirma-se a imunogenicidade do veneno e o soro também reagiu com bandas
presentes nos venenos outros escorpides, revelando reatividade cruzada (canaletas
1,2e3).
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Figura 19- Western Blot dos venenos de A.australis, C. sculpturatus, T. serrulatus e H. lunatus.
Os venenos (13.5 pg) foram submetidos a eletroforese em gel com 20% de acrilamida. O soro de
coelho e a IgG conjugada com peroxidase foram utilizados na diluicAo de 1:1500 and 1:4000,
respectivamente.

4.2.2. ELISAs

A fim de quantificar a reatividade cruzada identificada por Western Blot, foram
realizados ensaios de ELISA. A Figura 20A mostra os resultados obtidos nesse
experimento, no qual foi testado o soro de coelho imunizado com veneno de H.
lunatus frente aos venenos dos escorpides H. lunatus, T. serrulatus, C. sculpturatus
e A. australis. Como controle foi testado o soro pré-imune destes coelhos. O mesmo
procedimento foi repetido utilizando o soro de coelho anti-veneno de T. serrulatus
(Figura 20B), com objetivo de verificar se este soro também era capaz de reagir com

outros venenos escorpionicos.

O soro anti-veneno de H. lunatus mostrou imunorreatividade significativa
quando testado com o veneno correspondente. Os resultados revelaram que
também ha uma importante reatividade cruzada deste soro com os venenos de T.
serrulatus e C. sculpturatus, mas nado foi observado um reconhecimento
consideravel do veneno de A. australis. Além disso, o soro anti-veneno de T.
serrulatus reconheceu tanto o veneno do proprio T. serrulatus quanto dos outros trés
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escorpides, mostrando que também héa reatividade cruzada deste soro com 0s

outros venenos.
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Figura 20- Reatividade cruzada dos soros anti-veneno de H. lunatus e anti-veneno de T.
serrulatus frente a diferentes venenos escorpidnicos.
Reatividade de soros de coelhos imunizados com veneno de H. lunatus (Fig 15A) e com veneno de T.
serrulatus (Fig 15 B) frente aos venenos de H. lunatus,T. serrulatus, C. sculpturatus and A. a. Hector
(10 pg/mL). Valores representam a média de triplicatas. A absorbéncia do soro pré-imune usado
como controle negativo foi subtraida.
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Com objetivo de investigar a reatividade cruzada identificada entre os soros
anti-veneno de H. lunatus e o veneno de T. serrulatus e também entre o soro anti-
veneno de T. serrulatus e o veneno de H. lunatus foram realizados dois ELISAs. A
Figura 21A mostra a reatividade dos soros contra as principais toxinas de T.
serrulatus (Tsl, Ts 2, Ts 3), contra a anatoxina TsNTxP, anti-veneno total de T.
serrulatus (Ts total), anti-veneno total de H. lunatus e do soro pré imune frente ao
veneno total de T. serrulatus. Como era esperado, 0s soros anti-toxinas, anti-
anatoxina e anti-veneno total de T. serrulatus reagiram fortemente com o veneno de
T. serrulatus. Houve reatividade do soro anti-veneno de H. lunatus com o veneno de
T. serrulatus como j4 havia sido observado anteriormente e 0 soro pré-imune
praticamente ndo reagiu com este veneno. Na Figura 21B estd representado o
grafico do ELISA no qual foram utilizados os mesmos soros descritos anteriormente,
porém frente ao veneno total de H. lunatus. Os soros pré-imune e contra as toxinas
de T. serrulatus reagiram fracamente com o veneno de H. lunatus, ja o soro anti-
NTxP teve uma reatividade moderada frente a este veneno. Como havia sido
observado anteriormente, o soro anti-veneno total de H. lunatus reconheceu o
veneno do respectivo escorpido e houve reatividade cruzada entre o soro anti-

veneno total de T. serrulatus e o veneno de H. lunatus.
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Figura 21- Reatividade cruzada dos soros anti-veneno total de H. lunatus, anti-veneno total e
anti-toxinas de T. serrulatus frente aos venenos de H. lunatus e T. serrulatus.

Os graficos mostram a reatividade dos soros (diluicdo 1:100) com os venenos de H. lunatus (A) e T.
serrulatus (B). Os resultados representam médias de duplicatas.

4.3. CARACTERIZACAO PATOFISIOLOGICA DO ENVENENAMENTO

A fim de avaliar possiveis alteracdes causadas pelo envenenamento por H.
lunatus no organismo, foram feitas analises da hematologia, da bioguimica sérica e
da histopatologia de ratos envenenados com 750 ug de veneno, conforme descrito

em Materiais e Métodos.

4.3.1. Andlise Hematol6gica

A fim de avaliar possiveis alteracdes causadas pelo envenenamento por H.
lunatus no organismo, foram feitas analises da hematologia, da bioquimica sérica e

da histopatologia de ratos envenenados.

Como pode ser observado na tabela 4, os valores médios de plaquetas,
hemacias, hemoglobina (Hb), volume globular (VG), volume globular médio,

hemoglobina globular média (HGM) e concentracdo de hemoglobina globular média
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(CHGM) apresentados pelos animais envenenados séao similares aos dos animais do
grupo controle. Entretanto, ratos do grupo veneno apresentaram niveis séricos de
leucdcitos, neutrdfilos, linfécitos e eosindfilos significativamente diminuidos como é
mostrado na Tabela 5.
Tabela 4: Eritrograma de ratos envenenados.
Valores médios de plaquetas, hemacias, hemoglobina (Hb), volume globular (VG), volume globular
médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM) e concentracdo de hemoglobina globular média

(CHGM) de ratos 30 min apds a adminitracédo de placebo (grupo controle) ou de 750 ug de veneno de
H. lunatus (grupo veneno).

Grupo Plaguetas Hemacias Hb VG VGM HGM CHGM
(x10%/ul) {x108/l) (g/dL) (%) (f1) (pg) (%)

Controle 616.6 6.61 13.38 43.16 65.32 20.14 30.63

+66.03 +0.58 +0.49 +0.98 +6.6 +2.05 +1.58

Veneno 550.16 6.21 12.18 38 61.11 20.36 32.07

+145.33 +1.08 +2.48 +7.42 +5.44 +2.49 +1.83

Tabela 5: Leucograma de ratos envenenados.
Contagens médias de leucdcitos, neutréfilos, ring cell, linfécitos, bastonetes, mondécitos e eosindfilos
totais de ratos 30 min apds a adminitracao de placebo (grupo controle) ou de 750 pug de veneno de H.
lunatus (grupo veneno).

Grupo Leucocitos Neutrofilos Ring cell Linfdcitos Bastonetes Mondcitos Eosindfilos
{(x103/nl) {x103/nl) {x103/pl) (x10%/ul) {x103/ul) {x103/nl) {(x103/nl)
Controle 6.6 0.98 0,19 5.06 0.15 012 0.08
+0.94 +0.1 +0,08 +(0.95 +0.07 +0.06 +0.05
0,13
Veneno 3.65 0.61 +’O 09 2.06 0.21 0.11 o**
+2.29*% +0.35*% - +1.06%%** +0.19 +0.09

*P< 0.05 comparado com grupo controle. **P< 0.01 comparado com grupo controle. ***P< 0.001
comparado com grupo controle.
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4.1.1. Andlise Bioquimica

Além dos parametros hematolégicos, foram analisados parametros bioquimicos

do soro de ratos envenenados.

Proteinas totais compreendem albumina, globulinas e fibrinogénio. Os
resultados obtidos neste estudo mostraram que tanto a concentragdo de proteina
total quanto a concentracdo de albumina aumentaram significativamente 30 min
apos a administracdo do veneno (Figura 22A e B). A eletroforese das proteinas de
fase aguda constatou que houve um aumento das fracoes de alfa e gama-globulinas

e uma diminui¢cdo de beta-globulina nos animais envenenados (Figura 22C).
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Figura 22- Concentrag8es séricas de proteina total, albumina e globulinas.

Efeitos do veneno de H. lunatus nos niveis de proteina total (A) albumina (B) e alfa, beta e gama-
globulinas (C). Trinta minutos depois da inoculacdo de 750 ug/rato (grupo veneno) e agua (grupo
controle) os animais foram eutanasiados e foi feita a coleta sanguinea. Valores representam as
médias + SEM de 6 animais. . *P< 0.05 comparado com grupo controle. *P< 0.01 comparado com
grupo controle. **P< 0.001 comparado com grupo controle.
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Valores de uréia e creatinina normalmente séo utilizados como diagnéstico de
alteracdo na funcéo renal. Como é mostrado na Figura 23A ratos envenenados nao
apresentaram alteracfes significativas na concentracdo sérica de uréia quando
comparado com o grupo controle. Por outro lado, foi observada uma diminuicédo
consideravel nos niveis de creatinina no soro dos animais que foram tratados com

veneno (Figura 24B).
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Figura 23: Niveis séricos de uréia e creatinina.

Resultados do envenenamento por H. lunatus nos niveis de uréia (A) e creatinina (B). Trinta minutos
depois da inoculagdo de 750 pg/rato (grupo veneno) e agua (grupo controle) os animais foram
eutanasiados e foi feita a coleta sanguinea. Valores representam as médias + SEM de 6 animais. *P<
0,001 comparado com grupo controle.

A atividade das enzimas séricas CK, CK-MB, AST e LDH também foi
investigada, j& que estas proteinas estdo diretamente relacionadas com leséo
tecidual. Apos 30 min de envenenamento 0s niveis séricos tanto de CK e CK-MB

(Figura 24) quanto de AST e LDH (Figura 25) se mostraram aumentados.
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Figura 24- Niveis séricos de CK e CK-MB.

Resultados do envenenamento por H. lunatus nos niveis de CK (A) e CK-MB (B). Trinta minutos
depois da inoculagdo de 750 pg/rato (grupo veneno) e agua (grupo controle) os animais foram
eutanasiados e foi feita a coleta sanguinea. Valores representam as médias £+ SEM de 6 animais. *P<

0,001 comparado com grupo controle.
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Figura 25- Niveis séricos de AST e LDH.
Resultados do envenenamento por H. lunatus nos niveis de AST (A) e LDH (B). Trinta minutos depois
da inoculacao de 750 pg/rato (grupo veneno) e agua (grupo controle) os animais foram eutanasiados
e foi feita a coleta sanguinea. Valores representam as médias + SEM de 6 animais. . *P< 0,05
comparado com grupo controle. **P< 0,001 comparado com grupo controle.

4.1.2. Analise Histopatoldgica

Para investigar a existéncia de lesdo tecidual microscépica nos 6rgdos dos
ratos envenenados, foram retirados coracéo, pulmao, rins, figado e bago de cada um
dos animais dos dois grupos avaliados. Estes o6rgdos foram analisados
microscopicamente e foi verificado que apenas os pulmdes dos animais tratados
com veneno de H. lunatus apresentaram alteracdes evidentes. Como é mostrado na
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Figura 26 os animais controle apresentaram pulmdes com morfologia normal (A),

enquanto nos animais envenenados foi identificada hemorragia intensa e difusa (B).
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Figura 26- Analise histopatoldgica de pulmdes de ratos.

Foram avaliados os pulm&es dos animais do grupo controle (A) e do grupo tratado com 750 pg de
veneno de H. lunatus (B). A histopatologia dos pulmdes dos animais envenenados revelou a
presenca de hemorragia intensa e difusa.

4.1.3. Andlise da Producao de Citocinas

Para investigar a possivel produgéo de citocinas induzida pelo envenenamento
por H. lunatus foi realizado um ensaio cinético em camundongos Swiss. Foram
quantificadas a producéao das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, INF-y, TNF, IL-17A e IL-10
utilizando a técnica de CBA. Os animais receberam a dose 20 pug de veneno e a
coleta sanguinea foi feita 30, 180 e 360 min apds a administracdo. Foram utilizados
grupos controles para cada intervalo, sendo que nestes grupos 0s animais
receberam PBS ao invés de veneno de H. lunatus. Apesar de uma aparente
diferenca na producéo das citocinas IL-2 (180 min), INF-y (30 min), IL-17 (360 min) e
[I-10 (180 min) entre o grupo tratado e o controle, a andalise estatistica revelou que
essa diferenca ndo foi significativa, provavelmente devido a alto valor do desvio
padrdo. Portanto, ndo se pode afirmar que houve diferenca significativa entre o
grupos tratado e o grupo controle na producao de IL-2, IL-4, INF-y, TNF, IL-17A e IL-
10, como pode ser visualizado na Figura 27 A-F. A Figura 28A mostra a cinética da
producdo de IL-6 apdés a injecdo do veneno. Foi observado um aumento
estatisticamente significativo nos niveis séricos de IL-6 no tempo de 180 min quando

comparado com placebo. Essa alteracdo pode ser melhor visualizada na Figura 28B.
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Figura 27- Producéo citocinas em camundongos.

Cinética da producéo de IL-2 (A), IL-4 (B), INF-y (C), TNF (D), IL-17 (E) e IL-10 (F) em animais que
receberam 20 pug de veneno de H. lunatus. As analises foram realizadas 30, 180 e 360 min apds a
administracdo do veneno. Foram utilizados como controle animais que receberam PBS.
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Figura 28- Producéo de IL-6 em camundongos.

Cinética da producdo de IL-6 em animais que receberam 20 pug de veneno de H. lunatus e em
animais controle que receberam PBS. Analises foram realizadas 30, 180 e 360 min apds a
administracdo do veneno (A). Producdo de IL-6 180 min apds a administracdo de PBS (controle) ou
20 pg de veneno de H. lunatus (B). Valores representam as médias = SD de 5 animais. *P< 0.05
comparado com grupo controle. **P< 0,01 comparado com grupo controle. ***P< 0,001 comparado
com grupo controle.

4.2. CARACTERIZACAO DOS EFEITOS CARDIOTOXICOS DO VENENO

4.2.1. Eletrocardiografia (ECG)

Com o objetivo de investigar os efeitos do envenenamento causado pelo

escorpido H. lunatus no coragéo, foi realizado eletrocardiograma em ratos (n=6)
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experimentalmente envenenados com 750 pg de veneno, conforme descrito

anteriormente.

Em TO todos os animais dos dois grupos apresentaram tracados de ECG

similares, sendo que nenhuma alteracéo foi detectada.

Cinco minutos apos a injecdo do veneno de H. lunatus os primeiros sinais de
envenenamento no grupo tratado foram identificados. Essa alteragdo foi
demonstrada pelo aumento significativo da frequéncia cardiaca (média de 424 para
463 bpm), sendo que foi detectada a frequéncia cardiaca de 619 bpm em um dos

animais. Nenhuma alteragéo foi observada no grupo controle neste intervalo.

Em T10, a frequéncia cardiaca do grupo tratado diminuiu para valores
similares aos de TO, permanecendo inalterada até T30. Dentro do grupo tratado a
frequéncia cardiaca apresentou um padr&o cubico de (R°= 74.36%; p= 0.0486) e T5
indicou o maior valor de frequéncia cardiaca (p= 0.0380), sendo os outros similares
a TO. Dentro do grupo controle, a frequéncia cardiaca teve um padrdo linear (R? =

93.04%; p= 0.0004) e nenhuma diferenca foi detectada entre os tempos avaliados.

A distancia do intervalo RR foi utilizada para calcular a frequéncia cardiaca. A
Figura 29 A mostra os tragcados de um animal do grupo tratado, cujo intervalo RR foi
de 133 ms (FC de 451 bpm) em TO (Figura 29A) a 97ms (FC de 619 bpm) em T5
(Figura 29B).

Figura 29- Eletrocardiografia mostrando aumento da frequéncia cardiaca nos animais tratados.
Eletrocardiografia de um animal do grupo tratado mostrando a frequéncia cardiaca aumentada,
indicada pela diminuicdo do intervalo RR de 133 ms (A) antes da administracdo do veneno a 97 ms
(B) cinco minutos depois da administracdo. Velocidade 50mm/s, sensibilidade 2N, derivacao II.
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Arritmias foram detectadas apenas no grupo envenenado. Dois animais do
grupo tratado, em T15, apresentaram complexo atrial prematuro e complexo
ventricular prematuro (Figura 30) Outro animal do grupo tratado apresentou onda rS

em T5 e depois um complexo ventricular prematuro em T25 (Figura 31).

Figura 30- Eletrocardiografia mostrando complexo atrial e ventricular prematuro.
Eletrocardiografia de dois animais do grupo tratado apresentando complexo atrial prematuro (A) e
complexo ventricular prematuro (B) 15 minutos depois da administra¢géo do veneno. Velocidade 50
mm/s, sensibilidade 2N, derivacéo II.

Figura 31- Eletrocardiografia de um animal do grupo tratado.

Em TO todos complexos QRS foram normais (setas, A). Em T5 todos os complexos sofreram
alteracdo na morfologia para ondas rS (setas, B). Em T25 foi detectado complexo ventricular
prematuro (setas, C). Velocidade 50 mm/s, sensibilidade 2N, derivacéo IlI.

Outros sinais de envenenamento detectados nos animais tratados foram onda

T aumentada em T20 (Figura 32), intervalo QT aumentado em T20 (Figura 33A), e
intervalo PR aumentado em T30 (Figura 33B).
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Figura 32- Eletrocardiografia de um animal do grupo tratado mostrando aumento de onda T.
Em TO a onda T foi de 0,05 mV (seta, A). Em T20 a onda T mais que dobrou sua amplitude,
alcancando 0,12 mV (seta, B). Em T30 a onda T foi de 0,16 mV (seta, C). Velocidade 50 mm/s,

sensibilidade 2N, derivacéo II.

Figura 33- Eletrocardiografia de dois animais do grupo tratado.
Em A, foi detectado um aumento no intervalo QT de 67 ms em TO, para 97 ms em T20 e 107 ms em
T30. Em B foi detectado um aumento no intervalo PR de 43 ms em TO, para 50 ms em T10 e 63 ms

em T30. Velocidade 50 mm/s, sensibilidade 2N, derivacao II.
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4.2.2. Andlise do Transiente de Célcio em Cardiomidécitos

Apés a identificacdo de alteragbes no funcionamento cardiaco por
eletrocardiografia, foi investigado se o veneno de H. lunatus causava também
alteracbes no transiente de calcio em cardiomidcitos isolados de camundongos

C57BL/6, conforme metodologia ja descrita.

Durante a medi¢do do transiente, o pico de calcio, que é dado pela razéo entre
a fluorescéncia maxima e fluorescéncia basal (F/F0), foi significativamente menor
nas ceélulas tratadas com veneno quando comparadas as células do controle (Figura
34). Enquanto o controle apresentou valores de 3,66 + 0,154 no pico de Ca®", o
grupo tratado com veneno obteve uma relacao no transiente de 2,79 + 0,093.
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Figura 34- Transiente global de Ca”* em cardiomidcitos.

(A) Imagens representativas da varredura de cardiomiécitos incubados com a sonda sensivel a Ca**,
estimulados com pulsos elétricos. Foram analisados cardiomidcitos controle e cardiomiécitos que
foram incubados com 0,025 g veneno por 5 minutos. (B) Pico do transiente de célcio, relacao entre
fluorescéncia maxima sobre a fluorescéncia basal. Foram avaliadas 34 células no grupo controle e 32
no grupo veneno. (Os dados sdo expressos como média + EPM, *P < 0,0001 em relacdo ao
controle).
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5. DiscussAo

Nos dultimos anos, a diversidade de moléculas identificadas em venenos
escorpidnicos aumentou consideravelmente devido aos avancos de técnicas como
espectrometria de massas e sequenciamento de DNA em larga escala. Inicialmente,
a grande maioria destes estudos visava identificar e caracterizar componentes
responsaveis pelo envenenamento ocasionado pela picada destes animais,
principalmente de escorpides de relevancia médica, como os da familia Buthidae
(RODRIGUEZ DE LA VEGA et al.,, 2009). Poucos trabalhos foram feitos com
venenos de escorpifes que nao representam grande perigo para mamiferos, como o
de H. lunatus. Porém, como todo escorpido produz veneno e este pode causar
alteracbes em organismos vivos € importante ressaltar a relevancia da
caracterizacdo de peconhas de espécies novas ou pouco estudadas, mesmo que
estas ndo possuam grande relevancia médica documentada (DUTTO et al., 2012).
Além disso, o estudo protedbmico de venenos representa uma grande fonte para

identificacdo de moléculas com potencial biotecnolégico.

De acordo com o Instituto Nacional de Salud (INS), o escorpido H. lunatus € a
espécie mais abundante nas zonas urbanas de Lima, sendo o principal responsavel
pelos casos de envenenamento nesta area. Em 1972, Caceres e colaboradores
descreveram pela primeira vez o0s sintomas apresentados por mamiferos
envenenados por H. lunatus. Neste estudo foram utilizados diferentes animais
experimentais (ratos, camundongos, coelhos, hamsters e porquinho-da-india) e
diferentes vias de administracdo do veneno (intramuscular, intraperitoneal e
intradérmica). Além de sintomas neurotdxicos, tipicos de envenenamento
escorpibnico, também foi observada necrose no local da injecdo quando esta foi
administrada por via intradérmica. Zavaleta e colaboradores (1981) avaliaram a
toxicidade do veneno de H. lunatus para camundongos e observaram alteracfes na
pressdo sanguinea e na frequéncia respiratoria de cdes envenenados. Em 2002
Escobar e colaboradores realizaram uma purificacao parcial do veneno de H. lunatus
por cromatografia de troca ibnica, que resultou no isolamento de trés toxinas
basicas: HI1, HI2 e HI3. As trés apresentaram efeitos de paralisia, sendo que HI1 é

capaz de paralisar insetos, HI2 crustacéos e HI1 camundongos. Também foi

58



observado que quando HI3 foi inoculada no musculo gastrocnemio de camundongos

houve um aumento dos niveis séricos de creatina quinase.

Diante dos escassos estudos existentes acerca da composicdo e acado do
veneno de H. lunatus e considerando-se que a maioria dos existentes € antiga, fez-

se necessario um estudo mais aprofundado nesta area.

Neste trabalho, foi feita uma analise geral dos componentes do veneno de H.
lunatus. Para o estudo da variedade na composi¢ao de proteinas e peptideos, foram
utilizadas as técnicas de SDS-PAGE, espectrometria de massas e cromatografia de
fase reversa. Foi observada a existéncia de moléculas de tamanhos variados sendo
possivel identificar bandas com massas moleculares menores que 15 kDa até
maiores que 70 kDa. Para possibilitar a visualizacdo de neurotoxinas presentes no
veneno foi realizado um gel com maior concentracdo de acrilamida (15%) e um
padrdo de baixo peso molecular, ja que estas moléculas normalmente séo
pequenas. Dessa forma, foi possivel identificar a existéncia de proteinas com peso
de aproximadamente de 8,5 kDa, assim como a presenca de uma banda fortemente
corada com massa em torno de 3,5 kDa. O aparecimento de moléculas com massa
dentro desta faixa sugere a presenca de neurotoxinas no veneno de H. lunatus,

como ja era esperado para um veneno escorpiénico (PLESSIS et al., 2008).

A espectrometria de massa tem sido a técnica mais usada para o estudo de
proteinas e peptideos de venenos animais, ja que permite a obtencdo de grande
guantidade de dados em um tempo reduzido e com gquantidades minimas de
amostra (MARTIN-EAUCLAIRE, 2013; FAVREAU et al., 2006). Neste trabalho foi
observada a existéncia de moléculas de 1000 a 5000 Da, que representam, em
grande parte a diversidade peptidica do veneno. Também foram identificadas
proteinas com massa entre 5000 a 8000 Da, indicando provavelmente a presenca
das neurotoxinas componentes do veneno. Adicionalmente observou-se a presenca
de proteinas com massa entre 8000 a 14000. Apesar de ter sido utilizado padrao
que possibilitasse a detec¢édo de proteinas maiores, estas ndo foram visualizadas na
espectrometria de massa. Porém, como foi demonstrado anteriormente por SDS-
PAGE e por zimograma, proteinas de alto peso molecular estdo presentes no
veneno. A ndo observacao destas moléculas se deve, provavelmente, ao fato de que

elas podem nao terem sido ionizadas corretamente.
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O perfil cromatografico do veneno de H. lunatus foi obtido por meio de
purificagdo em HPLC de fase reversa. Foram observadas aproximadamente 19
fracbes e estas tiveram sua atividade fosfolipasica testada, como sera discutido

posteriormente.

Apbés a caracterizacdo geral do conteudo proteico e peptidico visou-se
caracterizar algumas atividades toxicas do veneno de H. lunatus. Para avaliar sua
letalidade, foi feita a determinacdo da DLso via intraperitoneal em camundongos.
Nishikawa e colaboradores (1994) analisaram venenos de diferentes escorpides
brasileiros e os classificaram de acordo com a toxicidade apresentada. Neste
estudo, os venenos das espécies Tityus stigmurus (DLsp = 0,773 mg/kg), T.
bahiensis (DLsp = 1,062 mg/kg) e T. serrulatus (DLsp = 1,160 mg/kg) foram
considerados altamente toxicos, enquanto o de T. cambridgei (DLsp = 12,136 mg/kg)
apresentou toxicidade moderada e os de Rhopalurus agamemnon (DLsy = 36,363
mg/kg) e Brotheas amazonicus (DLsp = 90,909 mg/kg) foram definidos como sendo
praticamente ndo toxicos para camundongos. A dose de 21,55 mg/kg foi definida
como a DLsp via i.p. do veneno do escorpidao peruano estudado neste trabalho.
Levando em considercdo as DLso apresentadas anteriormente podemos classificar o
veneno de H. lunatus como moderadamente téxico. Este dado se confirma pelo fato
de que, apesar da administragcdo de uma dose alta de veneno, os camundongos
envenenados experimentalmente apresentaram agitacdo, salivacdo, lacrimejamento

e sudorese, que sao sintomas neurotoxicos tipicos de envenenamento escorpiénico.

s

Sabe-se que a injecdo intracranial é mais sensivel para detectar
neurotoxicidade de moléculas do que a via intraperitoneal ou subcutédnea
(SCHWEITZ, 1984) e, por este motivo, a DLgg por esta via também foi determinada.
Apoés a injecdo contendo veneno os camundongos apresentaram comportamento
anormal, comprovando mais uma vez a toxicidade moderada do veneno. A DLs, em

camundongos foi calculada, sendo de 0,1 mg de veneno por kg de animal.

As neurotoxinas presentes em venenos escorpionicos sdo moléculas basicas,
de baixo peso molecular, que se ligam a canais ibnicos com alta afinidade
(CATTERALL, 2007). No veneno de H. lunatus foram identificados alguns
componentes com massa molecular entre 6 e 8 kDa, o que indica a presenca de

toxinas especificas para canais para Na*. Essas neurotoxinas apresentam estrutura
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tridimensional altamente conservada e provavelmente sdo as principais
responsaveis pelos sintomas neurotdxicos apresentados pelos camundongos
(PLESSIS et al., 2008).

Para avaliar algumas atividades enzimaticas do veneno de H. lunatus foram

investigadas a atividade proteolitica, fosfolipasica e hialuronidésica.

Alguns animais como serpentes, aranhas, animais marinhos e lagartos
possuem venenos com atividade proteolitica (COLOGNA et al., 2009). A presenca
destas proteases em escorpides ja foi demonstrada, através de zimogramas. Foram
detectadas enzimas gelatinoliticas no veneno das espécies T. bahiensis, T.
serrulatus e Hemiscorpius lepturus, sendo que esta Ultima também apresentou
atividade caseinolitica. As enzimas encontradas em T. bahiensis e T. serrulatus sao
serino-proteases e o pH 6timo para sua atividade € 8,0 (ALMEIDA et al., 2002;
SEYEDIAN et al., 2010). Recentemente, Venancio e colaboradores (2013) também
detectaram a presenca de metalo-proteases em espécies do género Tityus (T.
bahiensis, T. serrulatus e T. stigmurus). A determinacdo da atividade proteolitica
apresentada pelo veneno do escorpido H. lunatus foi realizada através de um
método bastante sensivel, que utiliza dimetilcaseina como substrato. Esta atividade
foi determinada como 0.46 U/mg.min. e demonstrou ser dose dependente.

A atividade descrita acima ja foi investigada anteriormente por Escobar e
colaboradores, em 2002, ndo tendo sido encontrada atividade proteolitica no veneno
de H. lunatus. Esta divergéncia se deu, provavelmente, pelo fato do método

realizado nédo ser tdo sensivel quanto o que foi utilizado pelo nosso grupo.

A funcé@o de enzimas proteoliticas em venenos escorpidnicos ainda ndo € bem
elucidada. Entretanto existem varias possiveis explicacdes para a presenca destas
enzimas nos venenos. Uma delas €& que essas moléculas aumentam a
permeabilidade dos tecidos, podendo atuar como fatores de espalhamento dos
componentes do veneno. Elas também podem ser responsaveis pelas pancreatites
observadas em pacientes envenenados, que é resultante da ativagao
intrapancreatica do tripsinogénio (ALMEIDA et al., 2002). Ainda n&o se sabe ao certo
quais as reais razfes das pancreatites agudas presentes em mamiferos picados por

escorpides. Porém ja foi descrito que alguns venenos escorpionicos foram capazes
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de aumentar a quantidade de enzimas presentes no suco pancreatico (RENNER et
al., 1983).

Ja foi relatado que venenos de alguns escorpides ndo apresentam atividade
fosfolipasica (SOSA et al.,, 1979; RAMANAIAH et al,1990). Entretanto, outros
trabalhos mais recentes conseguiram detectar a presenca de fosfolipases em
venenos escorpidnicos como os de Opisthacanthus cayaporum (SCHWARTZ et al,
2008) e Rhopalurus junceus (GARCIA-GOMEZ et al., 2011).

As fosfolipases A2 podem ser divididas em 12 grupos, de acordo com a
similaridade de sequéncia. Escorpides normalmente apresentam fosfolipases A2
pertencentes a classe lll, sendo estas compostas de proteinas heterodiméricas que
desempenham atividade neurotoxica através da inibicdo de receptores de rianodina
(classe de canais para célcio) (ZAMUDIO et al., 1997). Entretanto, recentemente foi
relatada a presenca de fofolipase D com massa molecular de 33 kDa no veneno do

escorpido iraniano Hemiscorpius lepturus (BORCHANI et al., 2011).

A atividade fosfolipasica do veneno de H. lunatus foi examinada através do
método hemolitico indireto (GUTIERREZ et al.,1988), sendo que 0,125 pg de
amostra foi capaz de produzir um halo de 10 mm de didmetro (dose minima
fosfolipasica). Diante deste dado, as fracdes resultantes da cromatografia do veneno
em coluna C18 também foram testadas para verificar qual delas seria a provavel
responsavel por esta propriedade do veneno. Uma das fracbes que apresentou
atividade fosfolipasica foi escolhida para ser melhor analisada. Para isto foi feita
espectrometria de massa da fragcdo em questéo, revelando que este possui massa
moleculares de 11914,5 Da, 13650,6 Da, dentre outros. J& foi relatada a existéncia
de fosfolipase escorpibnica com massa molecular de 14 kDa, como a de
Opisthacanthus cayaporum (SCHWARTZ et al., 2008). Este resultado é bem

préximo do obtido para o veneno de H. lunatus.

Valdez-Cruz e colaboradores (2004) purificaram a primeira proteina de um
escorpido da familia luridae (Anuroctonus phaiodactylus). Esta enzima apresentou
uma atividade fosfolipasica dependente de calcio e foi chamada de phaiodactilipina.
A Phaiodactilipina foi capaz de causar inflamagdo muscular em camundongos

(poréem sem danificar a membrana basal, como ocorre com fosfolipases provenientes
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de serpente), apresentou efeito hemolitico direto em eritrécitos humanos e retardou
o tempo de coagulagdo sanguinea. Esta fosfolipase, considerada inusitada,
apresentou pouca similaridade com outras fosfolipases ja conhecidas (VALDEZ-
CRUZ et al., 2004). Este estudo exemplifica a possibilidade de se encontrar
moléculas biologicamente importantes, e ainda desconhecidas, em venenos animais

e demonstra a possibilidade de se encontrar moléculas semelhantes em H. lunatus.

Além de serem importantes para digestdo de presas, as fosfolipases também
estdo relacionadas com os mais diversos eventos bioldgicos, como: inflamacéo,
agregacao plaquetaria, mionecrose, hemolise, neurotoxicidade, cardiotoxicidade e
blogueamento de canais (LAMBEAU, 1999). Assim, estas enzimas podem estar

associadas com os sintomas téxicos presentes em envenenamentos.

Em humanos, as fosfolipases podem estar relacionadas a digestéo,
obesidade e diabetes (HUGGINS et al., 2002). Acredita-se que estas moléculas
também estejam envolvidas em outros eventos biolédgicos, tais como reparo ou dano
tecidual, auxilio no combate as bactérias, desenvolvimento de aterosclerose e
doencas respiratorias, fertilizagdo entre outros, que sao descritos com mais detalhes
na Figura 35 (MURAKAMI e KUDO, 2004). Tendo em vista os diversos papéis que
estas enzimas possivelmente desempenham em humanos e outros mamiferos, fica
evidente sua importancia como ferramenta de estudo para o desenvolvimento

biotecnoldgico.
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Figura 35- Funcdes das fosfolipases secretadas (SPLA,S).

(a) As fosfolipases podem atuar em células de mamiferos, provocando a producdo de mediadores
lipidicos, que sé@o capazes de mediar eventos relacionados ao cancer, inflamacgéo, dano tecidual ou
até reparo tecidual. As fosfolipases também podem estar relacionadas com a remocédo de células
apoptoticas. (b) Estas fosfolipases podem participar da imunidade inata degradando os fosfolipidios
de membrana de bactérias. (c) As fosfolipases podem estar envolvidas no desenvolvimento da
aterosclerose, jA que hidrolisa fosfatidilcolina nas particulas de lipoproteinas. (d) Estas enzimas
hidrolisam surfactante presentes nos pulmdes e esta hidrolise se realizada de forma excessiva resulta
em doencas respiratérias graves, como ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome). (e) Na pele, as
fosfolipases podem estar relacionadas com a permeabilidade da pele. (f) No homem, estas enzimas
podem regular a espermatogénese e a reagdo acrossdmica, estando assim relacionadas com a
fertilidade masculina (MURAKAMI e KUDO, 2004).

A atividade hialuronidasica do veneno de H. lunatus foi testada utilizando a
técnica de zimograma (CEVALLOS et al.,, 1992). A hialuronidase identificada
apresentou massa molecular de 41 kDa. Esta mesma enzima, apresentando a
mesma massa molecular foi detectada no veneno de T. serrulatus. Este dado é
compativel com resultados publicados anteriormente, nos quais enzimas de
aracnideos com esta atividade apresentaram massa molecular em torno de 40 kDa
(BARBARO, 2005; SEYEDIAN, 2010). Hialuronidases também s&o encontradas em
organismos patogénicos, serpentes, insetos venenosos e tecidos malignos (KREIL,
1995). A presenca de hialuronidases em venenos esta relacionada ao espalhamento
mais efetivo da peconha, dessa forma, mesmo ndo sendo consideradas moléculas
toxicas, elas contribuem para o envenenamento local e sistémico, podendo assim

dificultar a acédo dos antivenenos utilizados em pacientes (PESSINI et al., 2001).
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Como as hialuronidases aumentam a permeabilidade de células e tecidos,
elas tém sido utilizadas terapeuticamente, pois sao capazes de facilitar a absorcéo e
diminuir o incomodo gerado pela injecdo de substancias pelas vias subcutanea e
intramuscular. Elas também possibilitam a reabsorcdo do excesso de fluidos e de
sangue extravasado em tecidos, assim como aumentam a efetividade de anestesias
locais (MOREY et al.,, 2006). Hialuronidases também podem exercer seu efeito
terapéutico auxiliando no combate ao cancer. Alguns estudos sugerem que
adjuvantes locais ou sistémicos utilizando hialuronidase, quando combinados com
drogas anti-tumorais, podem aumentar a eficacia do tratamento. Existem evidéncias
de que estas moléculas aumentam a difusdo dos farmacos, aumentando assim a
captacdo de drogas pelos tecidos e tumores (CIVALLERI et al., 1997). Assim, essas
enzimas sao ferramentas Uteis para cirurgia, dermatologia, oncologia, entre outros
campos profissionais. Além disso, inibidores potentes de hialuronidases tém efeitos
antialérgicos, podendo assim ser utilizados no desenvolvimento de drogas
antialérgicas (MOREY et al., 2006; PESSINI et al., 2001)

A fim de avaliar a imunogenicidade do veneno, foi realizado um Western Blot
com o soro anti-H.lunatus produzido em coelho. Através deste método foi possivel
detectar que grande parte das proteinas observadas através de SDS-PAGE do
veneno foi reconhecida, revelando que tais proteinas do veneno sdo imunogénicas.
Para avaliar possiveis reatividades cruzadas entre o soro anti-veneno de H. lunatus
com proteinas de venenos de outros escorpifes, foi realizado outro Western Blot. O
imunoensaio revelou que o soro testado reconheceu bandas dos venenos de A.
australis, C. sculpturatus, T. serrulatus indicando a existéncia de reatividade
cruzada. Em geral, o soro reconheceu proteinas de baixa massa molecular
(principalmente dos venenos de A. australis, T. serrulatus e do préprio H. lunatus),
em torno de 8,5 kDa, e de massa maior que 38 kDa. Dessa forma, pode-se perceber
gue mesmo o veneno de H. lunatus sendo considerado moderadamente toxico, ele
foi capaz de gerar anticorpos que reconhece venenos de escorpifes altamente

toxicos, demonstrando a presenca de toxinas similares nestes animais.

A técnica de ELISA foi utilizada para melhor quantificar a reatividade cruzada
detectada anteriormente por Western Blot. Soros de coelhos imunizados com
veneno de H. lunatus ou de T. serrulatus foram utilizados para testar a reatividade
cruzada entre os escorpides H. lunatus, T. serrulatus, C. sculpturatus e A. australis.
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Conforme o esperado, cada soro reconheceu mais fortemente o seu veneno
cognato, mas uma reatividade considerada alta também foi detectada com outros
venenos, confirmando o que foi observado no Western Blot. O soro desenvolvido
contra o veneno de H. lunatus apresentou um reconhecimento consideravel pelos
venenos de C. sculpturatus e de T. serrulatus. Ja o veneno de A. australis foi
reconhecido fracamente por este soro. O soro anti-veneno de T. serrulatus
reconheceu todos o0s venenos testados, sendo que apresentou um maior
reconhecimento pelo veneno de A. australis quando comparado com o0 soro anti-
veneno de H. lunatus. O reconhecimento cruzado observado se deve ao fato de que
as neurotoxinas escorpibnicas apresentam alto grau de similaridade. Novamente é
possivel observar que o soro anti-veneno de H. lunatus foi capaz de reconhecer
venenos de importancia médica. Adicionalmente, o veneno altamente téxico de T.
serrulatus foi capaz de gerar anticorpos que também reconheceram o veneno de H.

lunatus.

A maioria dos escorpifes encontrados nas Américas apresenta maior teor de
toxinas do tipo B, enquanto os escorpides do Velho Mundo tém venenos ricos em
toxinas do tipo a (COOK et al., 2002). Dessa forma, como H. lunatus é encontrado
na América do Sul, espera-se que seu veneno seja composto principalmente por
neurotoxinas do tipo . Assim, os resultados aqui apresentados sdo coerentes tendo
em vista que o soro anti-veneno de H. Ilunatus também reconheceu
consideravelmente o veneno de C. sculpturatus e que grande parte do veneno desse
escorpiao é composta por toxinas tipo . O veneno de T. serrulatus é um dos poucos
venenos escorpibnicos que apresenta tanto neurotoxinas do tipo a quanto B
(COLOGNA et al., 2009), e por isso também foi reconhecido, porém com menor
intensidade. Esta hipétese foi reforcada pelo fato de que o veneno de A. australis,
que sb6 apresenta neurotoxinas do tipo alfa, ndo teve um reconhecimento
consideravel pelo soro anti-veneno de H. lunatus, mas foi reconhecido pelo soro

anti-veneno de T. serrulatus.

A fim de investigar a origem dessa reatividade cruzada foram realizados
ELISAs para testar o reconhecimento do veneno de H. lunatus por soros de coelhos
imunizados com as principais toxinas de T. serrulatus (Tsl, Ts 2, Ts 3), com a

anatoxina TsNTxP, com o veneno total de T. serrulatus (Ts total). Como experimento

66



controle foi realizado o mesmo ensaio, porém com o veneno de T. serrulatus.
Conforme o previsto 0s soros anti-toxinas, anti-anatoxina e anti-veneno total de T.
serrulatus reconheceram significativamente veneno de T. serrulatus e como foi
observado nos ensaios anteriores houve reatividade cruzada do soro anti-veneno de
H. lunatus com o veneno de T. serrulatus. Quando testados com o veneno de H.
lunatus os soros pré-imune e contra as toxinas de T. serrulatus apresentaram baixa
reatividade com o veneno de H. lunatus. Por outro lado, o soro anti-TSNTxP reagiu
moderadamente com 0 mesmo veneno. Estes resultados mostram que,
provavelmente, as toxinas de H. lunatus apresentam pelo menos alguns epitopos
diferentes dos apresentados pelas toxinas de T. serrulatus, porém mais estudos séo
necessarios acerca da especificidade e estrutura das neurotoxinas do veneno de H.

lunatus para uma caracterizacao precisa.

Para analisar os efeitos do envenenamento por H. lunatus, foi feita a andlise do
sangue de animais (ratos) tratados com o veneno e de animais controle. O sangue
foi coletado 30 min apds a administracdo dos tratamentos e analisado. Nao houve
diferenca significativa entre os valores médios de plaquetas, heméacias,
hemoglobina, volume globular, volume globular médio, hemoglobina globular média
e concentracdo de hemoglobina globular média apresentados pelo grupo
envenenado e pelo grupo controle. Ja foi relatado aumento de eritrocitos, volume
globular e hemoglobina em caes tratados com veneno de T. serrulatus (RIBEIRO et
al., 2009). Em 2010, Cusinato e colaboradores também verificaram um aumento no
hematdcrito, na contagem de hemacias e na concentracao de hemoglobina em ratos
Wistar envenenados com 0 mesmo veneno citado acima. O aumento desses
parametros se da provavelmente por hemoconcentracédo resultante da desidratacao
causada pela intensa salivagdo, lacrimejamento, sudorese e diarreia observadas nas
fases iniciais de envenenamentos escorpionicos. Porém, deve-se ressaltar que em
ambos 0s casos 0 aumento significativo foi detectado, principalmente, 2 horas apos
a administracdo do veneno, tempo superior ao utilizado neste trabalho. Sendo assim
pode-se inferir que 30 min nao foram suficientes para detectar alteracdo no
eritrograma dos ratos tratados com veneno de H. lunatus. Leucocitose com
neutrofilia € comumente observada em acidentes escorpidnicos (CUPO et al., 2003;
PESSINI et al., 2003; RIBEIRO et al., 2009), provavelmente devido a liberacéo de

catecolaminas. Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho mostram uma
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diminuicdo significativa de leucdcitos, neutrdfilos, linfocitos e eosindfilos totais em
ratos envenenados pelo escorpido H. lunatus. Pode-se sugerir que devido ao curto
intervalo entre a administracao do veneno e a coleta sanguinea (30 min), a producao
de leucdcitos nédo teria sido suficiente para gerar leucocitose e 0s leucocitos ja
existentes na circulagdo provavelmente estariam em processo de migracdo da
corrente sanguinea para locais de inflamacéo, resultando em uma diminuicdo

dessas células circulantes no sangue.

Além da contagem de células sanguineas, foi feita a analise da concentracéo
das proteinas no plasma dos animais controle e dos animais que receberam veneno
de H. lunatus. No presente trabalho, foi observado um aumento significativo tanto na
concentracdo de albumina quanto na de proteina plasmaética total, corroborando com
os resultados obtidos por Pessini (2003) e por Cusinato (2010) para o veneno de T.
serrulatus, indicando um quadro de desidratacdo dos animais envenenados. Além
disso, a eletroforese revelou um aumento das fracdes de alfa e gama-globulinas e
uma diminuicdo de beta-globulinas nos animais tratados, quando comparados com
0s animais controles. O aumento de proteinas de fase aguda também ja foi relatado
em envenenamentos escorpiodnicos, sendo que niveis elevados da fracdo de alfa-
globulina podem estar relacionados com lesdo tecidual intensa (PESSINI et al.,
2003, CUSINATO et al., 2010).

Ja foram detectadas lesdes em oOrgdos de animais injetados com veneno de
escorpido (CORREA et al., 1997). Portanto, apds a observacdo do aumento das
proteinas de fase aguda no soro dos animais tratados com o veneno de H. lunatus,
foi investigado se tal veneno seria capaz de causar alteracbes nos 6rgdo dos

animais envenenados.

Sabe-se que o rim € o principal 6rgdo responsavel por eliminar substancias
toxicas do organismo. Para avaliar suas funcdes, foram dosados os niveis de uréia e
creatinina presentes no sangue dos animais envenenados. A concentracdo de uréia
no sangue dos ratos que receberam a dose de veneno foram similares a
apresentada pelo grupo controle. Entretanto, foi observada uma diminui¢cdo
significativa nos niveis de creatinina no sangue dos ratos envenenados quando
comparados com os animais controle. Pode-se concluir entdo que o veneno de H.

lunatus, na dose utilizada, nao foi prejudicial para o funcionamento renal.
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Na presenca de leséo tecidual causada por envenenamentos, ocorre liberagéo
de enzimas intracelulares na corrente sanguinea, como creatina cinase (CK), lactato
desidrogenase (LDH) e aspartato aminotransferase (AST) (PESSINI, 2001). Analises
bioquimicas revelaram niveis elevados de CK, LDH e AST no soro de animais
injetados com veneno de H. lunatus, indicando a existéncia de lesdo muscular
causada pela acdo do veneno. Esses dados sao similares aos obtidos por El Alfay
(2007) para o veneno de Leiurus quinquestriatus, por Adi-Bessalem (2008) para o de
Androctonus australis, por Cusinato (2010) para o de T. serrutaus e por Pinto (2010)
para o de T. fasciolatus. No presente trabalho também foi observado o aumento da
atividade da isoenzima CK-MB no soro dos animais tratados com veneno de H.
lunatus. Esta isoenzima €é encontrada principalmente no miocardio e quando
encontrada em altos niveis no soro indica danos no musculo cardiaco. Estes
resultados mostram que apesar do veneno de H. lunatus ndo ser considerado letal,

ele é capaz de causar alteracdes bioquimicas similares, porém em maior dose.

Trinta minutos apds a administragcdo do veneno ou de placebo os animais
tiveram os rins, figado, baco, pulmdes e coracéo retirados, fixados e analisados
microscopicamente, a fim de confirmar as lesdes teciduais sugeridas pelo aumento
das enzimas descritas anteriormente. Nao foi detectada nenhuma anomalia nos rins,
figado e baco dos animais tratados. Sabe-se que envenenamentos escorpidnicos
podem afetar consideravelmente o sistema cardio-respiratério. Contrariando o que
era esperado, ndo foi encontrada nenhuma alteracdo microscépica significativa no
coracao dos ratos envenenados. Entretanto, como os animais sofreram puncao
intracardiaca, a preservacdo do 6rgao ficou comprometida, prejudicando a andlise
microscépia. A ocorréncia de alteracdes pulmonares decorrentes de
envenenamentos por escorpides ja foi relatada diversas vezes na literatura. Entre
elas estdo: edema pulmonar (BAHLOUL et al., 2011), hemorragia (PINTO et al.,
2010) e inflamacédo (PANEQUE-PERES et al., 2009). Neste estudo, foi identificada
hemorragia intensa e difusa nos pulmdes dos animais tratados com veneno de H.
lunatus, confirmando a existéncia de lesdo pulmonar ocasionada pelo

envenenamento.

Recentemente foi verificado que a resposta inflamatéria sistémica também
desempenha um importante papel no desenvolvimento das manifestagdes clinicas
apresentadas por vitimas de escorpionismo, sugerindo que o quadro apresentado
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nao se deve apenas a acgao direta das toxinas. Em modelos de envenenamento
severo foi observado que o aumento da producédo de citocinas pro-inflamatérias esta
associado ao desequilibrio imunolégico, faléncia mdultipla dos oOrgdos e morte
(PETRICEVICH, 2010).

Citocinas estéao envolvidas na regulagéo e amplificagéo da resposta imune e na
inducdo de lesdo tecidual, sendo cruciais para o desencadeamento de respostas
inflamatorias sistémicas (PESSINI et al., 2003). Citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-
6, TNF e INF-y) podem mediar tanto efeitos locais quanto efeitos sistémicos da
inflamacé@o. Dentre as manifestacdes locais estd a ativacdo do endotélio, aumento
da permeabilidade vascular e a consequente migracao leucocitaria para os locais
inflamados, adicionalmente os leucdcitos séo ativados e ocorre destruicdo tecidual.
Ja os efeitos sistémicos incluem principalmente febre e resposta de fase aguda
(PETRICEVICH, 2002). Em 2003, Fukuhara e colaboradores observaram o aumento
das citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 e da citocina anti-
inflamatdria, IL-10, em pacientes envenenados por T. serrulatus. Neste trabalho, os
autores obtiveram uma correlacdo positiva entre a producdo de citocinas e a
severidade do envenenamento, concluindo que, pelo menos em parte, a
patofisiologia do envenenamento causado por T. serrulatus é mediada por essas
moléculas (FUKUHARA et al., 2003). Petricevich e colaboradores (2002) analisaram
a cinética da producgéo de citocinas em camundongos envenenados por T. serrulatus
e identificaram um aumento das seguintes citocinas: IL1-a, 2 horas apods a
administragcdo do veneno; IL-1B com um pico 2 horas e outro 18 horas apds o
envenenamento; IL-6, com aumento gradual atingindo o nivel maximo 4 horas
depois da injecdo do veneno; INF-y, 4 horas ap6s o envenenamento e IL-10, com
niveis elevados entre 6 e 8 horas apds a injecdo. No presente trabalho foi avaliado a
producédo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, INF-y, TNF, IL-17A e IL-10 ap6s 30, 180 (3 h)
e 360 min (6 h) de envenenamento. De todas as citocinas avaliadas, apenas 0s
niveis de IL-6 encontraram-se significativamente alterados. O nivel maximo de
producdo de IL-6 foi alcancado 3 horas apds a administracdo do veneno, 0 que
corrobora com os dados obtidos por Petricevich. Este resultado também esta de
acordo com o aumento de proteinas de fase aguda observado anteriormente neste
trabalho, ja que a IL-6 estd relacionada com a inducdo da producdo dessas

proteinas. Contrariando o esperado, 0s niveis das outras citocinas ndao sofreram
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alteracdo apds o envenenamento. Porém uma analise mais acurada, com diferentes
doses e diferentes intervalos, deve ser feita para a obtencdo de um resultado mais
preciso, uma vez que alteracdes foram sugeridas nas citocinas II-2, INF-y, IL-17 e II-

10, porém sem alcancar significancia estatistica.

Ja é sabido que a severidade dos envenenamentos escorpionicos esta
associada as alteragcdes hemodinamicas e cardiorrespiratérias, que podem culminar
em faléncia cardiaca, edema pulmonar e morte. As neurotoxinas presentes no
veneno atuam em canais i6nicos que levam a liberacdo massiva de
neurotransmissores como acetilcolina, noradrenalina e adrenalina (CUPO e
HERING, 2002; PINTO et al., 2010). As alteracBes cardiacas observadas em
envenenamentos escorpidnicos podem ser resultantes da liberacdo exacerbada de
catecolaminas, da acdo téxica direta do veneno e ainda da acdo de citocinas
produzidas apds o envenenamento, como dito anteriormente (CUPO e HERING,
2002).

O eletrocardiograma representa a atividade elétrica do coracao. Para facilitar o
entendimento dos resultados obtidos nas analises eletrocardiograficas dos ratos
envenenados, a Figura 36 mostra a representacdo esquematica das ondas
normalmente observadas nesse exame. A onda P representa a despolarizacdo das
células atriais, que ira levar a contracao do atrio, enquanto o complexo QRS indica a
despolarizacdo das células ventriculares, gerando a contracdo ventricular. Ja a onda
T ilustra a repolarizacdo ventricular, que culmina no relaxamento dos ventriculos
(DALE DUBLIN, 1980).
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Figura 36- Ondas de um ECG normal.

A onda P estd associada a despolarizag&o atrial, o complexo QRS representa a despolarizacdo dos
ventriculos e a onda T indica a repolarizacéo ventricular. (Fonte:
http://fisiologiaessencial.blogspot.com.br/2010/02/ondas-do-ecg-normal-e-seus-
significados.html).(Adaptado).

No presente estudo, foi observado aumento da frequéncia cardiaca em ratos
gue receberam a dose de veneno de H. lunatus. Este resultado corrobora com os
obtidos por Pinto (2010) para o veneno de T. fasciolatus e esta de acordo com o
esperado, ja que envenenamentos escorpiénicos levam ao aumento da liberacdo de

adrenalina e esta apresenta efeito cronotropico positivo.

Venenos escorpidnicos geralmente interferem na regulacdo da atividade
elétrica cardiaca, causando desequilibrio ibnico entre os espacos inter e extracelular.
Este fato pode levar ao aumento da duracdo da fase de despolarizacdo celular
gerando um estado de hiper excitacéo (TILLEY, 1992). Este processo pode explicar
a origem dos complexos atrial e ventricular observados nos ratos tratados com

veneno de H. lunatus.

Um efeito sistémico comumente observado em envenenamentos escorpiénicos
€ o desequilibrio eletrolitico causado pela desidratagdo e perda eletrolitica. Esta
alteracdo pode ser diagnosticada pelo ECG atraves da presenca de ondas T
aumentadas. A amplitude das ondas T deve ser menor que um quarto da amplitude

das ondas R (TILLEY, 1992). No ECG realizado nos animais envenenados por H.
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lunatus ,foi detectada a presenca de ondas T aumentadas, sugerindo a existéncia de
desequilibrio eletrolitico causado pela acao do veneno. Além disso, foi identificada a
presenca de onda rS, o que pode indicar uma sobrecarga do ventriculo direito em
razdo da hemorragia pulmonar encontrada nas analises histopatolégicas. Estes
resultados também foram encontrados em ECG de ratos envenenados por T.
fasciolatus (PINTO, 2010).

ApoOs a constatacdo de que o veneno causava alteracdes cardiacas, resolveu-
se avaliar se 0 mesmo era capaz de alterar a dinamica do Ca*? em cardiomiécitos

isolados de camundongos.

A cada batimento cardiaco ocorre um aumento tempo-dependente da
concentracdo de Ca™?, o que resulta na ativacdo da contracdo desse musculo. O
transiente de célcio é composto pelo influxo de Ca*™ e pela liberacdo desse ion e é
ativado pelo potencial de acdo cardiaco (GUATIMOSIM, 2002). No presente
trabalho, a dinamica do Ca** foi mensurada através de microscopia confocal,
utilizando uma sonda fluorescente sensivel ao calcio. A relacéo entre a fluorescéncia
maxima e a fluorescéncia basal, que indica a liberacdo de Ca®" do reticulo
sarcoplasmatico, mostrou-se diminuida nos cardiomiécitos que foram incubados com
o0 veneno. Estes dados indicam que o veneno altera a homeostase do coracéo e
possivelmente diminui a for¢ca de contracao das células cardiacas.

Ja foi observado que componentes de venenos escorpidnicos podem interferir
na liberagcdo de célcio do reticulo sarcoplasméatico. Uma proteina isolada do
escorpido Pandinus imperator foi capaz de inibir a liberacdo de calcio através do
blogueio de canais/receptores de rianodina (RYR). Essa molécula apresenta
aproximadamente 15 kDa e foi denominada “Imperatoxin I” (IpTxi). A IpTxi induz um
bloqueio rapido e reversivel nos canais RYR do musculo esquelético e cardiaco e,
qguando injetada em células ventriculares, levou a diminuicdo da amplitude da
contracdo e do transiente de calcio intracelular, indicando um bloqueio da liberagéo
de calcio do reticulo sarcoplasmatico (VALVIDIA et al., 1992). Foi verificado que a
IpTxi apresenta atividade fosfolipasica, e a utilizagdo de um inibidor especifico de
PLA2 diminuiu, de forma significativa, a sua capacidade de inibicdo de RYR. Este
fato sugere que, mais do que a acao direta da IpTxi no canal, um produto lipidico
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resultante da atividade fosfolipasica esta envolvido na inibicdo de RYR (ZAMUDIO et
al., 1997).

Canais para calcio também estdo envolvidos na via do impulso elétrico que
parte do né sinoatrial e se propaga pelo do atrio, através de fibras cardiacas lentas
(TILLEY, 1992). As alteracbes no transiente de célcio indica o envolvimento deste
ion durante o envenenamento escorpionico, pode explicar o intervalo PR prolongado

observado no grupo tratado.

Tendo em vista os resultados do ECG e do transiente de célcio, pode-se
concluir que o veneno de H. lunatus, assim como outros venenos escorpibnicos, é

deletério para o coracao.

Para concluir, a Figura 37 resume os achados sobre a patofisiologia do

envenenamento causado por H. lunatus obtidos neste trabalho.

Envenenamento

T Albumina

\
Proteina f\
Plasmética Ti-6 Ta—globulina
ECG
alterado

Lesao
Tecidual /
l de Ca* .
Hemorragia

Desidratacdo

Figura 37- Resumo dos efeitos do envenenamento causado por H. lunatus.
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6. CONCLUSOES

O veneno do escorpido H. lunatus apresenta toxicidade para mamiferos,
porém necessita de altas doses para causar letalidade;

O veneno apresenta as atividades hialuronidasica, proteolitica e fosfolipasica;

Uma das fracfes purificadas do veneno apresenta atividade fosfolipasica e
analises mostraram que 0s componentes dessa fracdo possuem massa
molecular de aproximadamente 11.900 e 13.650 Da, 0 que esta de acordo
com algumas massas descritas na literatura para fosfolipases.

Anticorpos produzidos contra o veneno de H. lunatus apresentaram
reatividade cruzada consideravel com venenos dos escorpides C.
sculpturatus e T. serrulatus, e em menor grau com o0 veneno de Androctonus
australis, indicando que estes venenos apresentam moléculas similares.

O envenenamento por H. lunatus causou aumento significativo tanto na
concentracdo de albumina quanto na de proteina plasmatica total, indicando
um quadro de desidratacdo dos animais envenenados.

O veneno de H. lunatus também causou aumento da fracdo de alfa-globulina,
0 que pode estar relacionado com lesao tecidual intensa.

Analises bioquimicas revelaram niveis elevados de CK, LDH e AST indicando
a existéncia de lesdo muscular causada pela acdo do veneno. Também foi
observado o aumento da atividade da isoenzima CK-MB sugerindo danos no
musculo cardiaco.

Foi identificada hemorragia intensa e difusa nos pulmfes dos animais
tratados, confirmando a existéncia de lesdo pulmonar ocasionada pelo
envenenamento.

Camundongos envenenados com H. lunatus apresentaram aumento na
producédo de IL- 6, citocina envolvida na inducdo da producédo de proteinas de
fase aguda.

O veneno de H. lunatus foi capaz de causar alteracdes cardiacas,

corroborando com o que é esperado para venenos escorpiénicos.
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Parte deste trabalho resultou na publicagdo do artigo intilulado “General
biochemical and immunological characteristics of the venom from Peruvian scorpion

Hadruroides lunatus”, que se encontra em anexo.
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7. PERSPECTIVAS

e Purificar e caracterizar as enzimas identificadas no presente trabalho;

e Avaliar outras possiveis atividades biologicas do veneno de H. lunatus,

como inseticida e anti-tumoral;

e Purificar toxinas presentes no veneno de H. lunatus e analisar como elas

afetam os canais iOnicos;

e Estudar mais profundamente a resposta imunolégica causada pelo

veneno de H. lunatus.
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