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Monge e discipulos iam por uma estrada e, quando passavam por
uma ponte, viram um escorpido sendo arrastado pelas dguas. O
monge correu pela margem do rio, meteu-se na dgua e tomou o
bichinho na mdo. Quando o trazia para fora, o bichinho o picou e,
devido a dor, 0 homem deixou-o cair novamente no rio.

Foi entdo a margem tomou um ramo de drvore, adiantou-se outra
vez a correr pela margem, entrou no rio, colheu o escorpido e o
salvou. Voltou o monge e juntou-se aos discipulos na estrada. Eles
haviam assistido a cena e o receberam perplexos e penalizados.

- Mestre, deve estar doendo muito! Porque foi salvar esse bicho ruim
e venenoso? Que se afogasse! Seria um a menos! Veja como ele
respondeu a sua ajuda! Picou a mdo que o salvara! Ndo merecia sua
compaixdo!

O monge ouviu trangiiilamente os comentdrios e respondeu:
- Ele agiu conforme sua natureza, e eu de acordo com a minha.

O monge e o escorpiao
Parabola Chinesa



RESUMO

EFEITOS BIOLOGICOS INDUZIDOS PELO VENENO TOTAL de Tityus serrulatus
E SUAS FRACOES TsTx-V, TOXINA GAMA E PEPTIDEO NATRIURETICO.
Doutoranda: Renata de Sousa Alves. Orientadora: Dra. Helena Serra Azul Monteiro.
Universidade Federal do Ceara. Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia.
2008.

O veneno do escorpiao Tityus serrulatus € uma mistura de peptideos téxicos e néo
téxicos com diversas agdes locais e sistémicas. O objetivo deste trabalho foi estudar
os efeitos cardiovasculares e renais induzidos pelo veneno total do escorpiao T.
serrulatus e de suas fragdes TsTx-V, Toxina y e Natriurética. Foram utilizados ratos
Wistar machos (250-300g) para os experimentos de perfusdo de rim isolado, leito
mesentérico, presséo arterial e perfusdo in vivo. Para os ensaios de canal deferente
foram utilizados camundongos Swiss (30-40g). O veneno de T. serrulatus
apresentou efeito sobre o sistema nervoso autbnomo observado através da
contracdo do vaso deferente. O veneno total mostrou efeito adrenérgico
demonstrado pela reversdo dos seus efeitos renais apds pré-tratamento dos rins
com antagonista a-adrenérgico prazosin, especialmente sobre a resisténcia vascular
renal (RVRyrs = 7,51 + 0,96 vs RVRp, = 5,51 + 0,43 mmHg/mL.g™".min™"* *p<0,05) e
pressdo de perfusdo (PPyts = 150,1 £ 18,40 vs PPp, = 118,1 £ 4,00
mmHg*,*p<0,05). As fragdes isoladas mostraram efeitos renais somatérios, haja
visto que TsTx-V promoveu aumento da diurese e a Toxina y causou efeitos
pressoricos. Apos avaliagao histopatolégica dos efeitos renais das fragoes isolados
do veneno de T. serrulatus, observamos a presenca de material protéico nos
espagos urinarios glomerulares e nos tubulos. Entretanto, no leito vascular
mesentérico, somente a toxina y mostrou-se ativa. Os efeitos renais induzidos pela
fragdo natriurética (0,03 e 0,1ug/mL) revelaram aumento da pressédo e, de maneira
concentragao-dependente, diminuigdo da reabsorcao de eletrélitos e aumento da
excrecdao urinaria de guanosina monofosfato ciclico (GMPc). Nos experimentos in
vivo, tanto o veneno total quanto a fragdo natriurética causaram aumento da presséao
arterial média (PAM) e diminuigdo do hematdcrito. Em adigéo, a fracdo natriurética
causou ainda a elevacao do fluxo urinario e da frequéncia cardiaca. O clearance de
inulina foi utilizado para a avaliagdo da fungéo renal in vivo. O veneno total diminui
significativamente o clearance da inulina, enquanto a fragao natriurética causou
elevagdo. O fluxo plasmatico renal cortical, avaliado através do clearance de p-
aminohipurato, foi reduzido por acéo do veneno total de T. serrulatus. Em concluséao,
o0 veneno de Tityus serrulatus promoveu efeitos hemodinamicos renais que foram
prontamente revertidos in vitro pelo prazosin. Os experimentos in vivo mostraram
que o veneno de Tityus serrulatus induziu a elevagdo da pressao arterial média,
taquicardia e alteracao da funcao renal.

Palavras-chave: Venenos de escorpido. Testes de fungédo renal. Antagonistas
adrenérgicos. Mesentério. Ducto deferente. Pressao Arterial. Inulina.



ABSTRACT

BIOLOGICAL EFFECTS INDUCED BY Tityus serrulatus CRUDE VENOM AND
ITS TOXINS TsTx-V, GAMMA TOXIN AND NATRIURETIC PEPTIDE. Renata de
Sousa Alves, Doctor of Sciences. Advisor: Dr. Helena Serra Azul Monteiro. Federal
University of Ceara. Post-Graduation Program in Pharmacology. 2008.

The venom of Tityus serrulatus has a mixture of toxic and non toxic peptides
presenting diverse systemic and local effects. The aim of this work was to investigate
the cardiovascular and renal effects promoted by the crude venom of the scorpion
Tityus serrulatus and its isolated components such as Tityus serrulatus toxin V
(TsTx-V), Gamma Toxin and the newly isolated Natriuretic Peptide. The experiments
of isolated perfused rat kidney, isolated mesenteric bed, arterial pressure and in vivo
perfusion were performed using male Wistar rats weighing 250-300g. The assays
with vas deferens were done using Swiss mice weighing 30-40g. The crude venom
presented autonomic nervous system effects showed by the contraction of vas
deferens. Adrenergic effects were demonstrated specially with the decrease of renal
vascular resistance (RVRyrs = 7.51 + 0.96 vs RVRp, = 5.51 + 0.43 mmHg/mL.g™".min"
1*,*p<0.05) and renal perfusion pressure (PPyrs = 150.1 £ 18.40 vs PPp, = 118.1 &
4.00 mmHg*,*p<0.05) induced by the crude venom after kidneys pre-treatment with
prazosin. The venoms isolated components showed kidney addictional effects, where
TsTx-V caused diuresis while Gamma Toxin increased perfusion pressure. We could
also observe the presence of protein inside the tubules and in glomerular spaces
after renal histopathologic evaluation in the groups treated with the isolated
components. However, only Gamma Toxin promoted an increase of the mesenteric
bed perfusion pressure. The Natriuretic Peptide (0.03 and 0.1ug/mL) increased renal
perfusion pressure. In addition, the natriuretic peptide increased cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) urinary excretion, but reduced electrolytes reabsorption in a
dependent-concentration manner. The crude venom and the natriuretic peptide
increased the arterial blood pressure, but decreased the hematocrit values,
evaluated after in vivo experiments. However, the natriuretic peptide increased
urinary flow and heartbeat frequency. In vivo renal function was evaluated by the
clearance of inulin. The scorpion crude venom decreased the clearance of inulin, but
this parameter was increased after natriuretic peptide treatment. The renal cortex
blood flux, estimated by the clearance of p-aminohippurate, was reduced after the
crude venom treatment. In conclusion, we demonstrated that Tityus serrulatus venom
induced renal hemodynamic effects that were blocked in vitro by prasozin. In vivo
experiments showed how the crude venom and its isolated components act
increasing arterial blood pressure, heartbeat frequency and altered renal function.

Keywords: Scorpion venoms. Renal function assays. Adrenergic blockers.
Mesenteric bed, Deferent Vas, Blood Pressure. Inulin.
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INTRODUCAO

Tem gente que sonha com realizacbes importantes, e hd quem vai ld e realiza.

George Bernard Shaw
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracfes gerais

Os escorpides pertencem ao filo dos Artropodae, classe Arachnidea e ordem
Scorpionidae. Dentre as nove familias existentes, apenas a familia Buthidae provoca
acidentes graves. Os principais géneros e espécies envolvidas nestes acidentes séo
Mesobuthus tamulus (encontrados no oeste indiano); Heterometrus bengalensis
(leste indiano); Androctonus sp. e Leiurus sp. (norte e leste da Africa e Israel); Tityus
sp. (América do sul) e Centruroides sp., amplamente distribuidos nas Américas do
Norte e Central (ANDRADE FILHO et al., 2001).

Algumas espécies de escorpides podem inocular veneno pelo ferrdo, para
capturar suas presas e como mecanismo de defesa (PLESSIS et al., 2008), sendo
considerados animais pegonhentos. A gravidade depende de fatores como a espécie
e o tamanho do escorpido, a quantidade de veneno inoculado, a massa corporal e
idade do acidentado (criangas menores que 7 anos sao mais susceptiveis ao
veneno), além da sensibilidade do paciente ao veneno (LIRA-DA-SILVA et al., 2000;
SOARES et al., 2002).

As complicagdes mais comuns no envenenamento severo sao alteragdes na
presséao arterial, taquicardia, taquipnéia, desordens respiratorias (MOTA et al., 1994,
D’'SUZE et al., 1995; COELHO et al., 2007; BARAO et al., 2008), pancreatite, danos
cardiacos (cardiotoxicidade direta), desordens gastrintestinais (TRONCON et al.,
2000), alteragdes renais (ANDRADE FILHO et al., 2001; NUNAN et al., 2003; ALVES
et al., 2005), disturbios na coagulacdo e faléncia multipla de 6rgéos (DEVI et al.,
1970; REDDY et al.,, 1972; ROBERT, 1991; SOFER et al., 1996; D'SUZE et al.,
2003).

Os escorpides de interesse meédico no Brasil estdo agrupados no género
Tityus e as trés espécies mais importantes sdo T. serrulatus, T. bahiensis e T.
stigmurus (LUTZ e MELLO, 1922; BUCHERL, 1971; EICKSTEDT, 1983/1984; LIRA-
DA-SILVA et al., 2000; BARAO et al., 2008). Estas espécies sdo consideradas as

mais toxicas do Brasil, sendo o veneno de T. stigmurus o que apresenta maior
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toxicidade i.p. (DL50 = 0,773mg/Kg), seguido de T. bahiensis (DL50 = 1,062mg/Kg)
e T. serrulatus (DL50 = 1,160mg/Kg) (LIRA-DA-SILVA et al., 2000).

Mesmo apresentando a maior DL50, o maior numeros de casos, incluindo
obitos, sao atribuidos a espécie T. serrulatus (LIRA-DA-SILVA et al., 2000), pois este
escorpiao injeta o dobro do veneno em relagdo aos outros (os escorpides expelem
aproximadamente 5uL de veneno, segundo MITRE, 2001) e &, atualmente, o
causador do maior numero de mortes, principalmente em criangas com menos de
sete anos (BUCHERL, 1968; FIGUEROA e BARBOSA, 1983; ANDRADE FILHO et
al., 2001; FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001). Outro dado importante que
contribui para isso € a alta DL50 desta espécie por via i.v., de aproximadamente
0,56mg/Kg para ratos (CRUTTENDEN et al., 2008 in press), além da presenca de
neurotoxinas que interagem com canais iGnicos levando a uma intensa descarga
autondmica (BARAO et al., 2008), ou seja, ambos os sistemas simpatico e

parassimpatico sdo afetados no acidente escorpidnico (PETRICEVICH et al., 2007).

O género Tityus, embora primitivamente habitante do cerrado e de campos
abertos, tornou-se bem adaptada a vida domiciliar urbana, possivelmente em
decorréncia da rapida e desorganizada colonizagdo pelo homem das regides
ocupadas pelos aracnideos (SOARES et al., 2002).

Os venenos de T. stigmurus, T. serrulatus e T. bahiensis apresentam
similaridade quanto aos seus componentes téxicos, familia de peptideos e
organizagao, processamento e expressao génica, além de alto grau de reatividade
cruzada entre os anti-soros especificos (BECERRIL et al., 1996; BECERRIL et al.,
1997; BATISTA et al., 2007; BORGES et al., 2008; BORGES e ROJAS-RUNJAIC,
2007).

Tityus serrulatus e Tityus bahiensis sdo as espécies predominantes no
sudeste do Brasil e a eles ¢ atribuida a responsabilidade pela maioria dos acidentes
ocorridos no pais (BARAO et al., 2008; BORGES et al., 2008; CRUTTENDEN et al.,
2008 in press).

Tityus serrulatus (figura 1A), conhecido como escorpidao amarelo, tem ampla

distribuicdo, estando presente em estados das regides nordeste (BA, CE), sudeste
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(MG, ES, RJ, SP), centro-oeste (DF, GO) e sul (PR, RS) (GUIA DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2004; INSTITUTO BUTANTAN, s/d).

Outra espécie predominante na regido nordeste é o Tityus stigmurus (figura
1B). Alguns trabalhos consideram que Tityus serrulatus e Tityus stigmurus fariam
parte de um mesmo grupo, apresentando quatro formas morfoldgicas: confluenciata,
unifasciata, confluenciata/maculata, e trifasciata (LOURENCO, 1981). As formas
confluenciata/maculata, e trifasciata se reproduzem sexualmente, ou seja, neste
complexo formado por T. serrulatus e T. stigmurus existiriam populagdes sexuais e
partenogenéticas (LOURENCO e CLOUDSLEY-THOMPSON, 1999).

A morfologia trifasciata apresenta trés listras negras longitudinais sobre o
dorso como observado na populacdo de escorpides do estado do Ceara.
Provavelmente existem outros padrées ainda ndo documentados (LOURENCO e
CLOUDSLEY-THOMPSON, 1999).

Mello-Campos (1924) e Vellard (1932) consideram T. serrulatus e T.

stigmurus variagbes de uma mesma espécie.

Figura 1: A. Tityus serrulatus e B. Tityus stigmurus
Fonte: Fundagao Nacional de Saude, 1998.

Os escorpides sao viviparos, entretanto, o T. serrulatus, se reproduz por um
processo no qual o ovulo se desenvolve sem a necessidade de fecundacéo,
denominado partenogénese e, portanto, existem apenas espécimes do sexo
feminino (ANDRADE FILHO et al., 2001, LOURENCO, 2008). A vida média dos
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escorpides é de trés a cinco anos e apresentam apenas uma ninhada por ano, com

numero variavel de filhotes dependendo da espécie.

O processo de expansdo de T. serrulatus ocorre continuamente. Quando
escorpides sao transportados, via estradas ou ferrovias, e chegam a regides
habitadas pelo homem, estabelecem novas colénias (LOURENCO, 2008). Este
processo € facilitado, pois esta espécie apresenta grande habilidade de dispersao,

alto potencial de reproducgéo e abundéancia de alimentos (BLONDEL, 1976).

Este escorpiao tem capacidade de sobreviver até dois anos sem se alimentar,
encerrado num vidro de laboratério. Possui habitos noturnos, é fluorescente a luz
ultravioleta, refletindo o azul e, quando molestado, desfere intensa ferroada.
Pequenos animais e criangas ndo conseguem sobreviver ao ataque da maioria das
espécies existentes no Brasil e mesmo para os adultos sua picada pode ser fatal
(GUIA BUTANTAN, s/d).

O veneno do escorpiao Tityus serrulatus € uma mistura de peptideos toéxicos
e ndo toxicos além de serotonina, nucleotideos, aminoacidos, enzimas
(hialuronidase) e lipides (POSSANI et al., 1984; BATISTA et al., 2007; PLESSIS et
al., 2008).

A atividade hialuronidasica do veneno de Tityus serrulatus favorece a quebra
do acido hialurénico da matriz celular e facilita a difusdo da toxina pelos tecidos, pois
catalisa a hidrolise de glicosaminoglicanos dos tecidos conectivos (POSSANI et al.,
1977; PESSINI et al., 2001; BATISTA et al., 2007). Varios outros patdgenos como
streptococcus, pneumococcus e staphylococcus também produzem enzimas com
acao hialuronidasica. Estas enzimas também sdo encontradas em venenos de

insetos e serpentes e em tecidos malignos (KREIL, 1995).

Nos acidentes moderados e graves, observados principalmente em criangas,
podem surgir manifestacbes sistémicas: gerais (hipo ou hipertermia e sudorese
profusa); digestivas (nauseas, vomitos, sialorréia e, mais raramente, dor abdominal e
diarréia); cardiovasculares (arritmias cardiacas, hipertensdo ou hipotenséao arterial,
insuficiéncia cardiaca congestiva e choque); respiratorias (taquipnéia, dispnéia e
edema pulmonar agudo) e neurolégicas (agitagdo, sonoléncia, confusdo mental,
hipertonia e tremores) (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2005), além de
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manifestacbes renais com elevacdao de parametros bioquimicos como uréia e
creatinina (ANDRADE FILHO et al., 2001; NUNAN et al., 2003).

Os efeitos observados apdés um envenenamento sao descritos como
fendmenos de “tudo ou nada”, pois o veneno pode causar desde somente dor com
efeitos menores sobre frequéncia cardiaca e aumento de secreg¢des, como efeitos
exacerbados que incluiriam convulsbées e morte (CRUTTENDEN et al., 2008 in
press). As condi¢gdes da vitima como idade, peso, debilidade anterior ou ainda uma
possivel reacao de hipersensibilidade aos componentes do veneno, sao decisivos na

severidade do acidente.

Em pacientes acidentados, o tratamento primordial € a manutengao dos sinais
vitais, atentando para variagbes na presséo arterial, edema agudo de pulmao e
choques. O tratamento, entdo, passa a ser sintomatico (alivio da dor) ou especifico,
com a administracdo de soro antiescorpidnico, que visa neutralizar o veneno

circulante e, com isso, impedir o agravamento das manifestagdes clinicas.

O tratamento sintomatico consiste no alivio da dor por infiltracdo de lidocaina
a 2% sem vasoconstrictor no local da picada e uso de analgésicos a cada seis horas
(GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2005). Os disturbios hidroeletroliticos

também devem ser corrigidos.

A bradicardia sinusal associada a baixo débito cardiaco e o bloqueio atrio-
ventricular total devem ser tratados com atropina (0,01 a 0,02mg/kg). A hipertenséo
arterial persistente, associada ou ndo a edema pulmonar agudo, é tratada com o
emprego de nifedipina (0,5mg/kg) sublingual. Nos pacientes com edema pulmonar
agudo, além das medidas convencionais de tratamento deve ser considerada a
necessidade de ventilagcao artificial mecanica, dependendo da evolugao clinica. O
tratamento da insuficiéncia cardiaca e do choque é complexo e geralmente
necessita do emprego de infusdo venosa continua de dopamina e/ou dobutamina
(2,5 a 20 pg/kg/min) (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2005).

A soroterapia especifica, por via intravenosa, esta formalmente indicada para

todos os casos graves de envenenamento, independente da idade do paciente.
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O soro antiescorpidnico, constituido de anticorpos protéicos de alto peso
molecular que ndo passam pelos poros capilares, deve ser administrado em casos
graves e moderados (mais frequente em criangas) o mais precocemente possivel e
de acordo com a gravidade estimada do acidente com o objetivo de neutralizar a
toxina circulante antes de sua impregnagdo nos tecidos (PETRICEVICH et al.,
2007).

O soro antiaracnidico € obtido de plasma de equinos hiperimunizados com
uma mistura de venenos de escorpides do género Tityus (serrulatus e bahiensis) —
antiescorpiénico — ou de venenos de aranhas dos géneros Phoneutria (aranha-
armadeira) e Loxosceles (aranha-marrom) — antiaracnidico. Em geral, o progndstico
de sobrevivéncia € de 100% para pacientes tratados até duas horas apds o acidente
(PETRICEVICH et al., 2007).

Um método para detecgao da quantidade de veneno escorpidnico circulante,
semelhante ao teste ELISA, foi desenvolvido pelo Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Com esta metodologia, consegue-se
determinar a quantidade de toxina circulante (CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 1994;
FAGUNDES, 2003). Com isso, seria possivel administrar o soro antiaracnidico em

concentracdes efetivas e minimizar os efeitos colaterais advindos do tratamento.

1.2 Epidemiologia dos acidentes escorpidnicos

Os acidentes escorpiénicos sdo menos notificados que os ofidicos (GUIA DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2004).

O estudo sobre veneno de escorpides comegou, no Brasil, no inicio do século
passado por Maurano (1915) e Vital Brazil (1918), seguidos de Magalhdes e
Tupinamba (1938) e Magalhdes (1945), todos na regido Sudeste (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 1998).

Os acidentes escorpidnicos sdo comuns em paises tropicais e subtropicais
(PLESSIS et al., 2008). No Brasil foram reportados mais de 30 mil casos de
acidentes escorpidnicos em um intervalo de cinco anos, resultando em mais de cem
mortes (CRUTTENDEN et al., 2008 in press).
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A presenca de escorpides em grandes areas urbanas tem sido verificada em
diversas regides. O estado de Minas Gerais € 0 que apresenta o maior numero de
acidentes escorpidnicos, chegando a registrar mais de 1000 casos/ano (SILVA,
1992; LOURENCO e CUELLAR, 1995). Na Bahia, foram observados 1208 casos em
um periodo de 10 anos, 68% deles procedentes de Salvador (BARBOSA et al.,
2003).

De carater predominantemente urbano, sua ocorréncia tem se elevado nos
ultimos anos, particularmente nos estados do Nordeste, atingindo mais de 21.022
acidentes em 2003 e taxa de incidéncia de 12 casos por 100 mil habitantes. A
maioria dos acidentes é classificada como leve e nao requer soroterapia, podendo
ser tratada na unidade de saude mais préoxima do local de ocorréncia. Em que pese
a baixa letalidade (0,2%), criangas abaixo de 14 anos tém risco mais elevado de
evoluir para 6bito (3,2%). Em 2003, foram registrados 48 ébitos, a quase totalidade
em menores de 14 anos (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2005).

A distribuicdo do escorpionismo ao longo do ano nao ocorre de maneira
uniforme, verificando-se um incremento no numero de casos nas épocas de calor e

chuvas, que coincidem com o periodo de maior atividade bioldégica dos escorpides.

Em regides climaticas quentes como o Ceara, nos meses em que ocorre
aumento da temperatura e da pluviosidade, os acidentes parecem ser bem mais
frequentes do que as estatisticas oficiais, podendo assumir um perfil epidemiolégico

grave em determinadas areas (NETO et al., 1994).

Os acidentes escorpidnicos tém uma alta incidéncia no Estado do Ceara.
Durante os anos de 2003 e 2004 foram registrados 2083 acidentes por animais
peconhentos e destes, 1518 (72,9%) foram ocasionados por escorpides (ALVES et
al., 2007).

Os resultados obtidos por Alves et al. (2007), ao contrario da literatura,
mostraram que os acidentes por escorpides sao frequentes o ano inteiro no estado
do Ceara. Isto pode ter ocorrido, pois o Ceara € um estado com clima quente
permanente, favorecendo a proliferagado destes animais. Ocorreu predominancia de
acidentes no sexo feminino e a faixa etaria mais acometida situava-se entre 15 a 29

anos. Embora a faixa etaria abaixo de 14 anos também tenha registrado grande
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numero de acidentes neste periodo, o coeficiente de letalidade foi inexistente para a
regido estudada, possivelmente pela espécie predominante ser o T. stigmurus,

escorpiao que apresenta menor numero de mortes associado.

A maioria dos acidentes escorpidnicos registrados n&o teve a etiologia de seu
agente causador, demonstrando a falta de conscientizagdo da populagdo para a
captura do animal agressor e sua identificagdo para pronto atendimento. Dos casos
identificados, apenas um pbde ser atribuido a espécie Tityus serrulatus, espécie
migratoria, de facil adaptacdo (reproducdo partenogenética) e que também se
encontra em nosso estado (INSTITUTO BUTANTAN, s/d).

1.3 Ac0Oes Renais do Veneno de Tityus serrulatus

Considerando as quantidades limitadas de veneno injetadas e os achados
clinicos encontrados no paciente acidentado, fica claro a diversidade de
componentes ativos presentes neste veneno. Sao encontrados polipeptideos
basicos de aproximadamente 7 KDa, com efeito principalmente, na modulagédo de
canais i6nicos (CRUTTENDEN et al., 2008 in press).

O aumento dos niveis séricos de uréia e creatinina sao descritos por alguns
autores em pacientes picados por escorpiao do género Tityus (FREIRE-MAIA e
CAMPOS, 1988; ANDRADE FILHO et al., 2001; NUNAN et al., 2003), mostrando

alteracdes nos parametros de funcgao renal.

Estudos em animais mostraram que o veneno de escorpido distribui-se
rapidamente do sangue para os tecidos. Os rins apresentam as concentragdes mais
altas, 15 minutos depois da injecdo em ratos, seguidos pelo figado, pulmbes, e
coragao (ISMAIL e ELSALAM, 1988; BERTAZZI et al., 2003). Portanto, acredita-se
na hipétese de que a toxina liga-se ao rim induzindo faléncia renal aguda nos
acidentes severos, apresentando elevagao sérica de uréia e acido urico, congestao
peritubular, volume urinario diminuido e baixa excrec¢ao de creatinina (NUNAN et al.,
2003).
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A alta concentracdo de veneno nos rins talvez seja por este ser o local
preferencial para a eliminagdo da toxina, que chega a 45% do total (ISMAIL et al.,
1974; 1978; 1980; REVELO et al., 1996).

O pequeno tempo de meia-vida para distribuicdo do veneno sugere que o
veneno circulante pode nao ser detectado em pacientes acidentados com
escorpides, desde que eles ndo sejam atendidos imediatamente apds o incidente
(GUERON e OVSYSHCHER, 1987). Ninhadas de fémeas de rato, expostas a altas
concentragdes do veneno no décimo dia de gestagédo, ndo apresentaram alteragdes
histolégicas renais significativas (nas mées ou nas crias), demonstrando realmente o
efeito agudo do veneno no rim (CRUTTENDEN et al., 2008 in press).

O veneno bruto de T. serrulatus promoveu alteragdes na fungdo renal
elevando a presséo de perfusdo (PP) e resisténcia vascular renal (RVR), além de
diminuir o ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e o fluxo urinario (FU), ao final do
experimento. Isto provavelmente ocorreu por agao vasoconstrictora direta, pois o
mesmo resultado foi obtido no modelo de leito vascular mesentérico. Entretanto, em
ambos os caos esse efeito foi transitorio, cessando poucos minutos apds o efeito
maximo (ALVES et al., 2005).

O aumento transitério na PP e RVR induzido pelo veneno de Tityus serrulatus
pode ser devido a ativac&o renal de a1-adrenoreceptores, secundaria a ativagao de
canais de sddio, reduzindo a velocidade ou bloqueando mecanismos de inativagao
(CATTERALL, 1986; COURAUD et al.,, 1982). As arteriolas aferentes e eferentes
sao ricas em a-adrenoreceptores com densidade mais alta em arteriolas aferentes
(STRASSER et al., 1992). Este efeito vascular direto foi confirmado pelo aumento de
pressdo de perfusdo em arteriolas mesentéricas isoladas de rato. Este achado é
consistente com os resultados de Teixeira et al., 2003, que demonstraram que o
veneno de Tityus serrulatus induz contragbes tdnicas do musculo anococcigeno
mediado por ativagdo de pos-juncional de o-adrenoreceptores que aponta o

envolvimento de ativagdo de canais de Na* neuronais.

Este raciocinio é fortalecido pelo efeito vasoconstrictor direto induzido por VTs
no leito vascular mesentérico. Alternativamente, este efeito poderia ser secundario

ao bloqueio de canais de potassio que conduzem a despolarizagdo do musculo liso
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vascular e contragdo. Por exemplo, varios "peptideos curtos" presentes no veneno
(30-40 residuos de aminoacidos) apresentam especificidade para diferentes tipos de
canais de K* (TYTGAT et al., 1999).

Além disso, o tempo do efeito vasopressor de VTs no leito vascular renal e
leito vascular mesentérico € semelhante (comego agudo e 5-10 min de duragao).
Isto pode representar inativacdo de canal idnico (i.e., canal de Na® neuronal
voltagem-dependente) ou o fenébmeno de escape vascular adrenérgico (FOLKOW et
al., 1964). Na hipotese anterior consideramos que o veneno pode agir estimulando

neurdnios adrenérgicos e, consequentemente, produzindo vasoconstricgao.

Isto € consistente com a agao excitatéria de VTs na membrana axonal dos
neurdnios através de modificagbes (i.e., condutancia aumentada) em canais de Na*
voltagem-dependentes (POSSANI et al.,, 1999) e com dados que demonstram
excitacao de nervos periféricos como excitagdo adrenérgica por ativagdo de canais
de Na’ neuronais (FREIRE-MAIA, 1995; ISMAIL, 1995; TEIXEIRA et al., 2003). A
excitagdo continua deste canal, por infusdo continua ou perfusdo de tecidos com
VTs levaria a inativagdo destes canais (BENOIT, 1998). A hipotese posterior
considera que VTs libera grandes quantidades de noradrenalina de neurbnios
adrenérgicos, levando a uma ativagao persistente de receptores adrenérgicos e a
vasoconstricgdo diminui espontaneamente por um mecanismo de controle miogénico
do fluxo, isto &, escape vascular (GREENWAY et al., 1976).

A avaliagao histopatoldgica revelou depésito de material protéico nos tubulos
renais e espacos urinarios de rins perfundidos com VTs (ALVES et al., 2005). Isto
pode revelar que o veneno induziu um aumento na pressao hidrostatica levando,
potencialmente, a um extravasamento de perfusato para o parénquima. Isto poderia

explicar a diminuigdo do RFG e FU ao final do experimento.

O aumento na pressdo de perfusdo pode explicar o extravasamento de
proteina observado. Alternativamente, pode haver, no veneno de Tityus, a presenga
de “peptideos formadores de poros”, que também se manifestam em outras
espécies de escorpido (Martensii e Buthus, por exemplo). Estes peptideos poderiam
desestabilizar a membrana basal glomerular e contribuir para o extravasamento
(VERDONCK et al., 2000; TORRES-LARIOS et al., 2000; DAI et al., 2001; CORZO
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et al., 2001; DAI et al.,, 2002). Outra agdao dos peptideos seria aumentar a
permeabilidade de ions e atividade de proteina-G, levando ao aumento de correntes
de Na* e Ca**, que conduziriam ao aumento na presséo de perfusdo secundario a
liberagdo de noradrenalina (MOUSLI et al., 1990; TOSSI et al., 2000).

Finalmente, estes resultados também poderiam ser devidos a liberagao de
mediadores inflamatérios vasoativos por células mesangiais. Por exemplo,
Barraviera et al. (1995), confirmaram que pacientes envenenados, podem liberar
prostaglandinas, citocinas, bradicinina, fracbes de complemento e fator ativador de
plaquetas (PAF) (COELHO et al., 2007; PETRICEVICH et al., 2007; BARAO et al.,
2008; CRUTTENDEN et al., 2008 in press). Todas essas substancias também ja
foram descritas como sendo liberadas através de células renais (KOEPPEN et al.,
1997; HAVT et al., 2001).

1.4 Rim e Pressao Arterial

Estima-se que a hipertensdo arterial atinja aproximadamente 22% da
populacao brasileira acima de vinte anos, sendo responsavel por 80% dos casos de
acidente vascular cerebral, 60% dos casos de infarto agudo do miocardio e 40% das
aposentadorias precoces, além de significar um custo de 475 milhdes de reais
gastos com 1,1 milhdo de internacdes por ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

O rim e a hipertensao arterial interagem de maneira intima e complexa. O
debate se a hipertensdo é a causa ou a consequéncia da doencga renal ndo tem
apenas importancia académica. No exame de um caso isolado, muitas vezes é dificil
determinar se o rim esta originando ou sofrendo as consequiéncias da hipertensao,
evidenciando que etiologias diferentes podem estar clinica e laboratorialmente
simultaneas (WENZEL, 2005). N&o obstante, a hipertensdo é agora citada como
causa da insuficiéncia renal de 25% dos pacientes iniciando tratamento dialitico
crénico nos EUA. Dialise e transplante sao terapéuticas extremamente dispendiosas
e a prevencado da lesdo renal associada a hipertensdo assume também grande

importancia econdémica.
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Ha abundante inervagado adrenérgica no rim, incluindo arteriolas aferente e
eferente, tubulos proximal e distal, alca ascendente de Henle e aparelho
justaglomerular. Ainda, o sistema nervoso simpatico renal modula a liberagdo de
renina via receptores beta-adrenérgicos e controla a hemodinédmica renal via
receptores alfa-adrenérgicos. Aumento na atividade do simpatico renal poderia
contribuir para a génese da hipertensdo arterial através de varios mecanismos:
aumentando a reabsorgao tubular de agua e sodio, aumentando a secregdo de
renina e a formacgéo de angiotensina |l, aumentando a resisténcia vascular renal e
reduzindo o ritmo de filtragdo glomerular. Um aumento primario da atividade do
simpatico renal poderia produzir retengcdo de sédio por multiplos mecanismos.
Efetivamente, a atividade do simpatico renal esta aumentada em varios modelos de
hipertensédo experimental (KOPP e DIBONA, 1992).

O sistema renina-angiotensina classico consiste da renina produzida pelo rim,
do substrato da renina (angiotensinogénio) produzido pelo figado, e da enzima
conversora da angiotensina (ECA), localizada nos pulmdes. Sabe-se agora que
muitos tecidos contem renina, angiotensinogénio e ECA e podem sintetizar
angiotensina Il, independentemente da renina e seu substrato circulantes. Eles
agem localmente como fatores de crescimento, neurotransmissores e constritores do
musculo liso. Genericamente, a secrecdo de renina pelo rim é estimulada quando
ocorre diminuicdo da volemia, da pressao arterial sistémica ou do liquido corpéreo
total. Os mecanismos intrarrenais primarios que regulam a liberagdo de renina, sob
circunstancias fisiolégicas normais, s&o: 1) a carga de cloreto de sédio na macula
densa, e 2) o sensor barorreceptor da arteriola aferente. Ambos os mecanismos
funcionam em cada néfron, regulando a liberagao de renina do seu préprio aparelho
justaglomerular. Baixa concentracdo de cloreto de sddio na macula densa e baixa

pressao aferente estimulam a liberagéo de renina.

Os efeitos cardiovasculares encontrados no acidente escorpibnico séao
atribuidos a macicga liberagdo de catecolaminas que, aumentam o acumulo de calcio
intracelular e este, por sua vez, aumenta a forga cardiaca, a pressao sanguinea e o
consumo de oxigénio cardiaco (VASCONCELOS et al., 2005).
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Ademais, os efeitos diretos das toxinas de VTs sobre as fibras cardiacas
levariam ao desenvolvimento de arritmias por alteragdo na contratilidade, além de

efeitos inotrdpicos.

A possibilidade de existirem outras substéncias pressoricas, além de
adrenalina e noradrenalina, foi sugerida para contribuir com a hipertensao. Estudos
experimentais com Centruroides sculpturatus, Leirius quinquestriatus e Mesobuthus
tamulus, demonstraram a elevacdo de renina plasmatica, o que sugere a
participacdo de angiotensina Il na fisiopatologia da hipertensdo nos acidentes

escorpibnicos.

Vasconcelos et al. (2005) demonstraram o aumento da pressao arterial média
de 125 para 212 mmHg em caes anestesiados, 5 minutos apos a injecao de uma
fragdo toxica do veneno de Androctonus australis. Isto pode demonstrar a
participacdo de mediadores adicionais potentes sobre o tbnus vascular. Esses
peptideos poderiam ser neuropeptidio Y, endotelina 1 ou aqueles secretados em
resposta a disfungdo cardiaca, os peptideos natriuréticos atriais. Esses peptideos
sao encontrados apdés o envenenamento escorpibnico e podem contribuir para os

efeitos caracteristicos da sindrome.

O veneno total de Tityus serrulatus (VTs) demonstrou efeitos hipertensores no
sistema de rim isolado (ALVES et al., 2005). Para investigar uma possivel agéo
direta deste veneno foi investigada a participagao do sistema adrenérgico nos efeitos

observados.

1.5 Receptores a-adrenérgicos

Os receptores adrenérgicos sao receptores trans-membrana que medeiam a
resposta fisiologica por liberacdo endogena de epinefrina e norepinefrina
(DOCHERTY, 1998). A resposta celular envolve o controle da pressao e fluxo
sanguineo, modulagdo da atividade neuronal, digestdo, vias aéreas, reproducéo,
didmetro da pupila, processos endocrinos e metabdlicos, além do comportamento
(SCHWINN et al., 2004).
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Estes receptores geralmente promovem sua acdo com participagédo da

proteina G e apresentam 7 dominios trans-membrana (Figura 2).

Pelas técnicas de biologia molecular atuais foi possivel classificar os
receptores adrenérgicos em subtipos que foram, por sua vez, subdivididos em mais
de 6 classes: ala; alb; ald; a2a; a2b e a2c, formalmente aceitos como

nomenclatura pela Unido Internacional de Farmacologia em 1995.
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Figura 2: Figura esquematica dos receptores a1-adrenérgicos acoplados a proteina
G. em vermelho estdo destacados os residuos chave para a ligagdo com drogas
agonistas e em verde, os locais de inibigao por farmacos antagonistas.

Fonte: SCHWINN et al., 2004.

A existéncia de mais de um subtipo de receptor a1 foi constatada inicialmente
por métodos farmacoldgicos classicos, com base na diferenca de ligacdo dos
antagonistas classicos. Os subtipos apresentam ampla distribuicdo pelo corpo
humano: o subtipo a1d encontra-se em altos niveis no cortex cerebral e aorta; ja o
subtipo a1a apresenta alta expressao no figado, coragéo, cerebelo e cértex cerebral.
Recentes estudos na vasculatura humana indicam que os receptores ala estao

predominantemente presentes no sistema esplénico (figado, baco e mesentério)
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artérias de resisténcia e diversos outros sistemas de leito vascular (SCHWINN et al.,
2004).

No rim, assim como em outros leitos vasculares, existe uma ampla
heterogeneidade no que diz respeito aos subtipos de receptores a-adrenérgicos.
Estudos baseados em antagonistas de receptor sugerem que a artéria renal de ratos
contenha primariamente o subtipo ala, entretanto Villalobos-Molina et al. (1997),
mostraram que tanto o subtipo a1a quanto a1d mediavam a contragdo induzida por

catecolaminas na artéria renal.

O antagonismo de receptores causa inicialmente diminui¢do da resisténcia de
arteriolas e veias. Isso causa um reflexo simpatico na freqiéncia cardiaca e
atividade plasmatica de renina. Durante a terapia a longo prazo, a vasodilatagéo
persiste, mas os outros efeitos normalizam. O bloqueio causa hipotensédo postural
variavel dependendo do volume plasmatico e a retencédo de sal e agua observada

em alguns pacientes € corrigida com a adi¢ao de diuréticos a terapéutica.

Os farmacos hipotensores que atuam nestes receptores diminuem a pressao
arterial por meio do bloqueio dos receptores a1l-adrenérgicos nas arteriolas e
vénulas. Em consequéncia, espera-se maior redugao pressoérica quando na posi¢cao
ortostatica. A alta seletividade apresentada pelos receptores a1-adrenérgicos parece
explicar a menor taquicardia causada por esses agentes quando comparados a
fentolamina, um alfa-bloqueador ndo-seletivo (TAVARES e PLAVNIK, 1998).

1.6 FracOes isoladas do veneno de Tityus serrulatus

A peconha escorpidnica € uma mistura complexa composta de muco
insoluvel, mucopolissacarideos, oligopeptideos, nucleotideos, moléculas de baixo
peso molecular como serotonina ou histamina, inibidores de proteases, liberadores
de histamina, aminoacidos, enzimas (hialuronidase), lipides e diversas proteinas
basicas de baixo peso molecular (neurotoxinas), que conferem as a¢des do veneno
(POSSANI et al., 1984; VASCONCELOS et al., 2005). O veneno, entretanto, nao
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apresenta atividade hemolitica, proteolitica e fosfolipasica e ndo ha consumo de
fibrinogénio (CUPO et al., 1992; CUPO et al., 1994; HERING et al., 1997).

As fracdes toxicas do veneno de T. serrulatus comecaram a ser purificadas
em 1966 (GOMES e DINIZ), por processo posteriormente modificado por Sampaio e
colaboradores (1991), utilizando-se cromatografia liquida de filtragdo molecular e
troca ionica. Deste processo de separagdo sido obtidas duas fragdes tdxicas

principais: a Ts-y (toxina gama) e a TsTx (tityustoxina).

Por 26 anos acreditou-se que a tityustoxina era uma fragdo homogénea,
amplamente utilizada em ensaios biologicos (DINIZ, 1978; FREIRE-MAIA, 1995).
Entretanto, descobriu-se que a tityustoxina compreende um pool de diversos
peptideos (ARANTES et al., 1992).

Com avangados métodos de fracionamento, cromatografia e seqlienciamento
de peptideos, tem sido cada vez mais precisa a caracterizacdo dos componentes do
veneno escorpionico (PLESSIS et al.,, 2008). Estas novas toxinas isoladas podem

ser classificadas em a e B toxinas.

As a-neurotoxinas retardam a inativagao dos canais de sddio e induzem o
prolongamento da fase de despolarizagao do potencial de agcédo. As B-neurotoxinas,
por sua vez, alteram a ativacdo dos canais de sddio voltagem dependentes,
deixando o potencial mais eletronegativo e propiciando o aumento da tendéncia da
célula em responder espontanea e repetidamente, independente do potencial de
membrana (CESTELE e CATTERALL, 2000).

Todas as a-toxinas escorpidnicas tém entre 6500 e 8500 Da e contém cerca
de 58-76 residuos de aminoacidos com uma estrutura tridimensional em a-hélice e
B-pregueada antiparalela (RODRIGUEZ de LA VEJA e POSSANI, 2005).

Ao longo da literatura podemos encontrar varias denominagdes para as
fracbes toxicas do veneno do T. serrulatus, variando de acordo com a forma de
purificacdo utilizada por cada grupo. Possani e colaboradores (1992) descreveram
trés fragdes tdxicas com agdo em canais de sédio, denominando-as de toxinas gama

(Ts-VII), 1I-8 e IV-5, sendo a primeira uma toxina do tipo B e a ultima do tipo a
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(KIRSCH et al., 1989; YATANI et al., 1988). Outro peptideo, TsTx-VI, mostrou-se
nao téxico em ratos (POSSANI et al., 1992).

Mais importante que a identificacdo/sequenciamento peptidico das fracdes € a
analise funcional de cada uma delas, ou seja, as relagdes entre estes componentes

e seus sitios ou cinética de agao (PLESSIS et al., 2008).

Seguindo esse raciocinio, Marangoni e colaboradores (1995) seqlenciaram
uma toxina do tipo a, denominada TsTx-V, observando seu efeito na permeabilidade

de canais de K* de células B de pancreas de ratos.

Juhng e colaboradores (1999) estudaram os efeitos de injecdes
intracerebroventricular (ICV) da fragdo TsTX-Ka com agdo em canais de K,
enquanto Carvalho e colaboradores (1998) estudaram micro-inje¢cdes hipocampais

da fragéo Ts-8F com ag&o em canais de Na".

A acao sobre canais ibnicos, especificamente de soédio, levam a
despolarizacdo macica de catecolaminas e a agdo do veneno de Tityus serrulatus
sobre receptores a-adrenérgicos poés-juncionais, levando a contragdo do musculo
anococcigeno de ratos (TEIXEIRA et al., 2003).

Kalapothakis e Chavez-Olértegui (1997), estudando a expresséo das fragdes
téxicas o e B do veneno de T. serrulatus, observaram uma grande variabilidade tanto
entre escorpides da mesma espécie quanto em um mesmo individuo, quando
avaliado em momentos diferentes. O veneno dos escorpides que apresentavam uma
maior quantidade de toxina-a era mais letal. Estas observagdes entre outras,
poderiam explicar a abundancia de nomenclaturas e de perfis de purificacao

encontrados na literatura.

As neurotoxinas presentes no veneno de Tityus serrulatus podem alterar
especificamente a fungédo de canais de sédio, potassio, cloreto e calcio (PLESSIS et
al., 2008). O consequiente desarranjo destes canais leva a liberagdo macica de
neurotransmissores no sistema nervoso central ou autondmico (SANDOVAL e
LEBRUN, 2003; PESSINI et al., 2003).
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A o-toxina denominada TsTx-V foi a primeira isolada e caracterizada por
Arantes et al. (1994) como um pequeno polipetideo basico (7230 Da; pl = 8), toxico
(DLso = 94 + 7 pg/kg i.v. em ratos) e capaz de inativar canais de sodio. A toxicidade
desta fragdo estaria relacionada com a liberacdo de catecolaminas e de outros
neurotransmissores (CECCHINI et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2005). Estudos
com esta fracdo tém demonstrado a liberacdo de glutamato em sinapses corticais,
além da diminui¢cdo de recaptacdo de dopamina marcada. Este efeito foi abolido na
presenca de tetrodotoxina, que inibe canais de sddio sem afetar canais de potassio

voltagem dependentes ou canais de calcio (CECCHINI et al., 2006).

A Toxina gama (Ts-y) foi a primeira estrutura do veneno quimicamente
caracterizada e tem um importante papel no estudo dos canais de sédio sensiveis a
voltagem. Esta toxina pertence a classe das -toxinas e tem sido alvo de inumeras
investigacbes por apresentar toxicidade para mamiferos e também insetos
(BECERRIL et al., 1993).

As pB-toxinas ligam-se a canais de soédio ndo dependentes de voltagem
elevando o potencial eletronegativo e afetam a ativagdo dos canais, promovendo
ativacdo espontdnea e constante destes canais. Este pode ser o mecanismo
responsavel por uma série de efeitos observados no acidente escorpidnico como

paralisia, aumento da salivagao, apnéia e taquicardia.

As toxinas também podem afetar especificamente canais de potassio. Estas
sdo pequenos peptideos com 23-64 residuos de aminoacidos e trés ou quatro
pontes dissulfeto. A afinidade destas toxinas depende do aminoacido situado na

extremidade de contato com o canal (PLESSIS et al., 2008).

As sequéncias de aminoacidos da TsTx-V (SCXV_TITSE) e Ts-y (SCX7_TITST)

foram descritas por Marangoni e colaboradores (1995) e comparadas a outros
peptideos quanto a sua homologia e posicdo dos aminoacidos (Quadros 1 e 2,

respectivamente).
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Quadro 1: Sequéncia de aminoacidos da toxina TsTx-V (SCXV_TITSE) de Tityus
serrulatus, comparado a outras espécies. Em amarelo as bases homodlogas em
diferentes venenos. Fonte: Marangoni et al., 1995.

SCXV_TITSE
SCX1_TITBA
SCX5_TITBA
SC48A_TITCA
SCX4_TITFA
SCX3_LEIQU
SCX9_BUTEU
SCX3_ANDAU
SCX2_LEIQH
SCX5_LEIQU

P46115|1-64
P56608 | 1-62
POC5K8]20-83
P60212|1-65
P83435|1-62
P01487|1-64
P09981|1-66
P01480]20-83
P59355 | 1-64
P01481|1-64

KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDKKADDGYC-VWS----PDCYCYGLPEHILK
KKDGYPVEADNCAFVCFGYDNAYCDKLCGDKKADSGYC-YWVH---1LCYCYGLPD---N
KKDGYPVEGDNCAFVCFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYC-YWVH---1LCYCYGLPD---K
NKDGYLMEGDGCKMGCLTRKASYCVDQCKEVGGKDGYCYAWL ————- SCYCYNMPDSVEI
GKEGYPADSKGCKVTCFFTGVGYCDTECKLKKASSGYC-AWP—--—- ACYCYGLPDSASY
VRDAY IAKNYNCVYECFR--DSYCNDLCTKNGASSGYC-QWAGKYGNACWCYALPDN--V
ARDAY IAKPHNCVYECYNPKGSYCNDLCTENGAESGYC-QILGKYGNACWCIQLPDN--V
VRDGY IVDSKNCVYHCVPP----CDGLCKKNGAKSGSC-GFL IPSGLACWCVALPDN--V
IKDGY 1VDDVNCTYFCGRN--AYCNEECTKLKGESGYC-QWASPYGNACYCYKLPDH--V
LKDGY IVDDKNCTFFCGRN--AYCNDECKKKGGESGYC-QWASPYGNACWCYKLPDR--V
-- x

* * * * * * * =% -k -

EPTKTSGRC--
EPTKTNGKC--
EPTKTNGRCKP
WDSKNN-KCGK
WDSATN-KC--
PIRVPG-KCH-
PIRIPG-KCH-
P1KDPSYKCHS
RTKGPG-RCR-
SIKEKG-RCN-

Quadro 2: Sequéncia de aminoacidos da toxina Ts-y (SCX7_TITST) de Tityus
serrulatus, comparado a outras espécies. Em amarelo as bases homodlogas em
diferentes venenos. Fonte: Marangoni et al., 1995.

SCX7_TITST
SCX2_TITSE
SCX1_TITZU
SCX2_TITPA
SCAS_MESMA
S1X2_BUTOC
SCX4_CENSU
SCX3_CENSC

P56612]20-81
P68410|1-62
Q2NME3|21-84
P84631|1-65
QOUAC9]20-85
P59863 | 1-60
P60266 | 1-66
P01494|20-84

GKEGYLMD-HEGCKLSCFIRP-SGYCGRECTLK--KGSSGYC-AWP-ACYCYGLPNWVKV
-KEGYAMD-HEGCKFSCF IRP-AGFCDGYCKTHL-KASSGYC-AWP-ACYCYGVPDH I KV
-KDGYLVG-NDGCKYSCFTRP-GTYCANECSRV--KGKDGYCYAWM-ACYCYSMPNWVKT
KKEGYLVG-NDGCKYSCFTRP-AQYCVHECELR--KGTDGYCYAWL-ACYCYNMPDHVRT
-DNGYLLDKYTGCKVWCV IN--NESCNSECKIR--GGYYGYCYFWKLACFCQGARK-SEL
--DGY IKG-YKGCKITCVIN--DDYCDTECKAE--GGTYGYCWKWGLACWCEDLPD-EKR
-KEGYLVNSYTGCKFECFKLGDNDYCLRECRQQYGKGSGGYCYAFG--CWCTHLYEQAVV
-KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFA--CWCEGLPESTPT
* * -

- k% **kx * **x * =%

WDRATNKC----
WDYATNKC----
WDRATNRCGR--
WSRATNRCGS--
WNYNTNKCNGKL
WKSETNTC----
WPLPNKTCN---
YPLPNKSC----
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Entretanto, mesmo com o isolamento de diversas toxinas do veneno de Tityus
serrulatus, menos de 1% do total de peptideos presentes no veneno sao conhecidos
(POSSANI et al.,, 1999), havendo a necessidade de mais estudos até a completa

elucidagao de seus constituintes.

Um peptideo catibnico de 45 aminoacidos, purificado de Parabuthus
schlechteri (escorpido africano) e contendo alta concentragao de lisina, mostrou-se
ativo contra bactérias gram-negativas, apresentando atividade hemolitica e
antifungica. Esse peptideo também se demonstrou habil na degranulagdo de
neutréfilos ndo modulada por proteina G. Presume-se, entdo, que esta grande
quantidade de residuos de lisina seja responsavel pela formagdo de poros na
membrana bacteriana, causando despolarizacéo celular e hiper-excitagdo neuronal,

caracteristicas do envenenamento escorpiénico (ELGAR et al., 2006).

Outra fracdo estudada neste trabalho é um pequeno peptideo, de
aproximadamente 3 KDa, recentemente isolado do veneno e que se apresenta
semelhante a fragdes natriuréticas isoladas de outros venenos animais. O

sequenciamento deste peptideo ainda nao foi completamente estabelecido.

1.7 Peptideos natriuréticos

O conceito de peptideos natriuréticos vem de fatores que, quando
liberados, promovem natriurese por inibicio da bomba sddio-potassioATPase nos
tubulos renais, enquanto evidéncias experimentais sugerem que PNA ou GMPc
podem estimular a bomba de sodio no sistema cardiovascular (FEDEROVA et al.,
2008).

Até meados de 1950, acreditava-se que a diurese era controlada por dois
mecanismos neuro-hormonais: o sistema vasopressina (ADH) e o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA). No entanto, ainda em relatos daquela década,
acreditava-se existir um terceiro fator, ainda pouco elucidado. Com a descricao de
aumento de diurese associado a episédios paroxisticos de taquicardia

supraventricular, passou-se a suspeitar que o terceiro fator estivesse ligado ao
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coragao. Seguiu-se a classica descricdo do reflexo de Henry e Gauer, em que a
dilatagao atrial era capaz de aumentar a diurese (HENRY et al., 1956; GAUER et al.,
1956).

Em 1981, De Bold e colaboradores, encontraram granulos em células
musculares cardiacas atriais que continham a resposta. Estava descoberto o fator
natriurético atrial (FNA), um peptideo circulante com propriedades natriuréticas,
diuréticas e vasodilatadoras, posteriormente chamado peptideo natriurético atrial
(PNA) (SEIDMAN ef al.,, 1984; KANGAWA e MATSUO, 1984). Esta descoberta deu
ao coracdo uma importancia endécrina, ao invés de uma simples bomba propulsora
de sangue.

Em 1988, Sudoh et al. identificaram no cérebro de porcos um novo peptideo
da familia de peptideos natriuréticos que, por esta razdo, passou a se chamar
peptideo natriurético cerebral ou peptideo natriurético tipo-B (PNB). E em 1990 o
terceiro membro da familia foi entdo identificado e nomeado peptideo natriurético
tipo-C (PNC) (SUDOH et al., 1990; SILVA NETO e CLAUSELL, 2004). Destas, a

principal forma biologicamente ativa é o PNA. As estruturas moleculares encontram-

se ilustradas na figura 3.

Desde entdo, um imenso numero de investigacdes multidisciplinares foi
conduzido para esclarecer o real papel deste peptideo na patogénese das doencgas
cardiovasculares, na regulagdo da presséo arterial e na excregdo de sal e agua
(SILVA NETO e CLAUSELL, 2004).

O gene decodificador do PNA esta localizado no cromossomo 1 em humanos.
O hormoénio é sintetizado com 151 aminoacidos, sendo chamado de pré-pro-PNA.
Apos a retirada de 25 aminoacidos, a cadeia passa a se chamar pro-PNA, que sera

levada ao complexo de Golgi. Antes de ser exocitada, o pro-PNA é novamente
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clivado, provavelmente por proteinas de membrana, em uma cadeia funcional de
PNA, com 28 aminoacidos, e um fragmento aminoterminal de 98 aminoacidos, o NT-
pro-PNA. Esse horménio, em fetos e neonatais, € produzido em grande parte pelos
ventriculos, sendo essa atividade diminuida gradativamente apos o nascimento, e os

atrios assumindo este papel (YANG-FENG et al., 1985).

£ %
3
-

Figura 3: Estrutura molecular dos peptideos natriuréticos humanos.

Fonte: Espiner et al., 1995

O sinal para a liberacdo do PNA é a distensao das paredes dos atrios
(VILLACORTA JR e MESQUITA, 2006; DOTSENKO et al., 2008). Elevado débito
cardiaco, estimulos simpaticos e fatores metabdlicos e hipdxia também influenciam a
liberagdo. O hormdnio endotelina-1, um vasoconstritor que age nos musculos lisos
das artérias, estimula a liberacdo de PNA agindo diretamente no coragdo ou por
estimular um aumento de volume circulante dentro do 6rgao. Angiotensina,
catecolaminas, acetilcolina, arginina, vasopressina, prostaglandinas, glicocorticéides
e horménios tireoidianos inibem a liberagdo de PNA (VILLACORTA e MESQUITA,
2006).

Para desempenhar sua fungdo, o horménio tem que se ligar a receptores
especificos de membrana. Foram encontrados trés desses receptores: RPN-A, RPN-
B e RPN-C (KOOLER e GOEDDEL, 1992). Os receptores dos tipos A e B possuem
atividade de guanilato ciclase e estdo ligados ao funcionamento normal dos

peptideos. O PNA e o PNB se ligam ao primeiro receptor, enquanto o PNC se liga
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ao segundo. O receptor do tipo C (RPN-C) esta relacionado a degradagao dos trés
peptideos natriuréticos, para que a concentragcéo deles seja diminuida na corrente
sanguinea em uma situacdo em que eles ndo sejam mais necessarios. Portanto, a
meia-vida do ANP € curta, aproximadamente 2 a 5 minutos, e sua taxa de
degradacgao € cerca de 14 a 25 mL/min/Kg, pois o peptideo é reconhecido pelo

receptor RPN-C e internalizado nas células.

Assim como os horménios maduros, uma forte homologia dos trés receptores
de peptideos natriuréticos existe entre as espécies - mais de 95% na sequéncia do
RPN-C em humanos, ratos e bovinos (ESPINER et al., 1995; NAKAO et al., 1992b).

Os principais alvos do PNA sao os musculos lisos dos vasos sanglineos e 0s
rins. Nos vasos, ele distende a musculatura lisa, aumenta a permeabilidade de
capilares e consequentemente permite a saida de agua e sédio dos vasos. O
hormdnio também inibe a funcdo de varios outros hormdnios, como aldosterona,
angiotensina Il, endotelina, renina e vasopressina. Nos rins, ele inibe a absorgao de
soédio nos ductos coletores dos néfrons, estimula a dilatagao das arteriolas aferentes
e constricdo das eferentes, estimula a produ¢cdo de GMPc nas células mesangiais,
relaxando-as e aumentando a area efetiva de filtracdo, além de inibir a acdo da
aldosterona e neutralizar o  sistema renina-angiotensina-aldosterona.
Consequientemente ocorrera maior excregao de sédio e, por conta da osmolalidade,
da agua (ESPINER, 1994; WOODS, 2004; PIECHOTA et al., 2008).

PNA e PNB elevam a taxa de filtragdo gomerular e natriurese, além de
diminuir a pressao arterial e a carga pré e pos cardiaca. Apesar destes efeitos renais
e vasculares, exercem efeitos sobre o cértex medular diminuindo a secrecao de
mineralocorticéides e glicocorticéides (PIECHOTA et al., 2008).

Uma acgao paracrina importante do PNA € a inibicao da proliferagao celular,
como, por exemplo, nas células endoteliais, mesangiais e da musculatura lisa
vascular. Isso sugere que o PNA regula o crescimento celular do sistema vascular
(APELL, 1992).

O rim produz um peptideo por um processo diferenciado a partir do precursor

de PNA. Essa diferenga na protedlise gera um peptideo de 32 residuos com quatro
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aminoacidos caliuréticos na porgcdo C-terminal (Thr-Ala-Pro-Arg), chamado de
urodilatina (EICHELBAUM et al., 2008) e encontrado na urina humana pela primeira
vez em 1988 (GOETZ, 1991; LEE e BURNETT JR., 2007; PIECHOTA et al., 2008).
Alguns autores o consideram um peptideo natriurético renal (PIECHOTA et al.,
2008).

A urodilatina atua no glomérulo e ductos medulares funcionando como um
regulador paracrino da excre¢cdo de renal de sodio (LEE e BURNETT JR., 2007) e
regulagao intra-renal do transporte de cloreto (GOETZ, 1991). Alem destes efeitos, a
urodilatina esta sendo estudada por seus efeitos benéficos na inibicdo do
crescimento de carcinoma de pequenas células de pulmao (EICHELBAUM et al.,
2008).

Lee e Burnett Jr. (2007), demonstraram que baixas doses de urodilatina ndo
alteram o sistema renina angiotensina aldosterona, mas em altas concentragdes (40
ng/kg/min) causou diminuicdo da pressao de perfusao renal e aumento da atividade

simpatica renal.

Desta forma, a investigacdo dos peptideos natriuréticos humanos ou de
origem animal, como o peptideo recentemente isolado do veneno de Tityus
serrulatus, abre novas possibilidades de aprofundar o conhecimento do papel destes
peptideos. Isto é significativo para o estabelecimento dos mecanismos de inumeras
patologias e a determinacao de novas diregcbes em suas terapias (PIECHOTA et al.,
2008).



JUSTIFICATIVA

O ideal custa uma vida, mas vale a eternidade.

Gandhi
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, muitos estudos visam descobrir a acdo de toxinas animais,
bem como, o mecanismo pelos quais estas causam seus efeitos locais e
sistémicos. Para tanto, a ampliagcdo do conhecimento sobre a acdo das toxinas
de venenos busca, na biodiversidade, ferramentas farmacologicas e/ou

elucidac&o de mecanismos fisiopatolégicos (PEIXOTO, 2003).

Com isso, é cada vez maior a procura por moléculas ativas que possam
atuar mimetizando hormoénios, ou ainda, com uso potencial no sistema
cardiovascular (VERANO-BRAGA et al., 2008). Um alvo desta nova tendéncia
remete aos peptideos potenciadores de bradicinina, que reduzem a pressao
sanguinea e podem inibir a atividade da Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA). O conhecimento destes peptideos foi essencial no desenvolvimento de
farmacos anti-hipertensivos relacionados a ECA (FERNANDEZ et al., 2004).

Apods o isolamento de peptideos potenciadores da bradicinina a partir do
veneno de Bothrops jararaca (FERREIRA et al.,, 1970), outros foram
encontrados em venenos de outras serpentes (KATO et al., 1971; LANZER et
al., 2004), aranhas (SOSNINA et al., 1990; FERREIRA et al., 1996) e
escorpides (FERREIRA et al., 1993; MEKI et al., 1995).

Verano-Braga e colaboradores (2008) isolaram, determinaram a
estrutura primaria e caracterizaram algumas atividades farmacolégicas de uma
nova familia de toxinas escorpidnicas, chamadas hipotensinas, do veneno do
escorpido Tityus serrulatus. Estes peptideos provavelmente atuam na fungéo

endotelial, contribuindo para o efeito anti-hipertensivo demonstrado.

Entretanto, os efeitos do veneno bruto de T. serrulatus nos parametros
de fungao renal, utilizando o sistema de perfusédo de rim isolado (FONTELES et
al., 1980; 1983), demonstraram alteragao significativa da fungao renal (ALVES
et al., 2005). Outro achado do estudo foi a elevagao da pressao de perfusao do
leito vascular mesentérico induzido pela mesma concentragdo, demonstrando

uma potente acédo vasoconstrictora do veneno.



53

O veneno de escorpiao e suas toxinas tém sido extensivamente
utilizados como ferramentas para a compreensao de uma ampla faixa de
efeitos farmacoldgicos e a base molecular da excitabilidade elétrica e
neurotransmisséo (CECCHINI et al., 2006).

Além disso, a utilizacdo destas fracdes torna-se um recurso valido como
ferramenta de pesquisa de novos mecanismos envolvendo processos
dependentes de canais de sédio (CECCHINI et al., 2006). O importante papel
que os canais ibnicos exercem em diversas patologias humanas estimula a
continua pesquisa por drogas capazes de modular a fungcdo destes canais
(PLESSIS et al., 2008).

O veneno bruto e suas fragdes TsTX V (uma a-toxina), toxina y (pB-toxina)
e natriurética (um novo peptideo de aproximadamente 3KDa recentemente
isolado do veneno) serdo estudados quanto a sua atuacdo em diferentes
sistemas, incluindo estudos na hemodinamica renal, a fim de investigar o papel

de cada um nos efeitos do veneno bruto.

A compreensao das alteragcbes induzidas pelo veneno e suas fracdes
sobre a fisiologia renal, vascular e metabdlica pode permitir a interferéncia em
alguns pontos de suas vias de sinalizagdo com vistas a interrupcéo da
sequéncia de eventos celulares e moleculares que poderiam ser responsaveis
pela agao tdxica do veneno. Isto propiciara um novo passo em nossos estudos,
levando a uma visdo mais profunda dos processos envolvidos na toxicidade

renal gerada pelo veneno de Tityus serrulatus.



OBJETIVOS

Um problema adequadamente diagnosticado estd a caminho de ser solucionado.

Richard Buckminster Fuller
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o veneno do escorpido Tityus serrulatus e suas fragcdes TsTx-V,

Toxina y e Natriurética, em relacdo aos efeitos renais e vasculares, na perspectiva

da compreender o mecanismo de acdo envolvido e na descoberta de ferramentas

farmacoldgicas.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a participacdo a-adrenérgica nos efeitos renais induzidos pelo veneno
de Tityus serrulatus utilizando, para tanto, o bloqueador alfa-adrenérgico

prazosin;

Estudar os efeitos renais e vasculares das fracdes TsTx-V e Toxina y isoladas

do veneno de Tityus serrulatus;

Estudar os efeitos renais da fracdo Natriurética do veneno de Tityus

serrulatus;

Verificar a participacdo do GMPc nas acfes renais da fracdo Natriurética do

veneno de Tityus serrulatus;

Verificar as alteracdes induzidas pelo veneno em modelo neurogénico de

Canal deferente;

Observar as alteracdes histopatologicas em rins tratados com veneno,
prazosin, prazosin + veneno, fracdes TsTx-V, Toxina y e Natriurética do

veneno de Tityus serrulatus;

Avaliar as alteracdes na pressdo arterial média de ratos tratados com o

veneno bruto e a fragdo Natriurética do veneno de Tityus serrulatus;

Verificar as alteragdes no clearance de inulina e p-aminohipurato na perfusao
renal in vivo de animais tratados com o veneno bruto e a fracdo Natriurética

do veneno de Tityus serrulatus.



MATERIAL E METODOS

Transportai um punhado de terra todos os dias e fareis uma montanha.

Conffiicio
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados ratos Wistar adultos, machos, pesando entre 250 e 300g. Os
animais foram mantidos em jejum 8 a 12 horas antes dos experimentos, com agua
“ad libitum”, para os experimentos de perfusdo renal, leito vascular e para os

experimentos de clearance renal e pressao arterial in vivo.

Para os experimentos de canal deferente foram utilizados camundongos

Swiss, machos, pesando entre 30 e 40g, sem tratamento prévio.

4.2 VENENO E DROGAS UTILIZADAS

O veneno e as fracbes (TsTx-V, toxina y e fracdo Natriurética) de Tityus
serrulatus foram gentilmente cedidos pelo professor Marcos H. Toyama, da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), para realizacdo dos ensaios bioldgicos.

As drogas e sais foram obtidos da Sigma (USA) com alto grau de pureza.

O kit imunoenzimatico para determinacdo de GMPc foi obtido da Sigma (CG-

201) e a técnica realizada seguindo as orientaces do fabricante.

4.3 PERFUSAO DE RIM ISOLADO

4.3.1 Sistema utilizado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da funcao renal
levou inUmeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdo de rim
isolado. O nosso sistema consiste na perfusdo de rim isolado com recirculagéao
(FONTELES et al., 1983; MONTEIRO et al., 1990) com dois subsistemas, um in situ
e outro em circuito fechado, para perfusdo in vitro, mantidos ambos a mesma
temperatura de 37 °C. Este sistema apresenta a vantagem da manutencéo
constante de parametros funcionais renais com utilizacdo de albumina na solugao
perfusora, em menor volume, mantendo constantes as substancias dialisaveis com

oxigenacao adaptada ao proprio sistema (Figura 4).
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Figura 4: Foto do sistema de perfusao de rim isolado.
Fonte: LAFAVET — UFC.

4.3.2 Calibracao do sistema

O sistema foi calibrado sempre antes do inicio dos experimentos. Foi avaliado
em cada uma das bombas a presséo de perfusao (PP) em mmHg, o fluxo urinario
(L/h) e o volume de urina coletado em um minuto (mL/min). Os resultados estao

demonstrados nas figuras 5, 6 e 7, a seguir.
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Figura 5: Valores de presséo de perfusédo (PP) registrados durante a calibracdo do
sistema (n = 6).
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Figura 6: Valores registrados pelo Fluxdmetro (L/h) durante a calibracdo do sistema
(n=6).
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Figura 7: Valores de volume urinario (mL/min) registrados durante a calibracdo do
sistema (n = 6).
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4.3.3 Solucgéao perfusora

A solucéo perfusora utilizada foi Krebs-Henseleit, contendo albumina a 6g%
dialisada por 48 horas antes do experimento para retirar varias substancias
contaminantes como citrato, piruvato, lactato (HANSON e BALLARD, 1968).

4.3.4 Técnicacirargica

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sddico na dose de
50mg/Kg de peso corporal. Inicialmente a veia femoral foi isolada e o manitol (100

mg) administrado, a fim de facilitar a fixagdo da canula ao ureter.

Com uma lupa (7X) a artéria mesentérica superior foi identificada e dissecada,
bem como o ureter e a glandula supra-renal. O rim direito foi descapsulado e a
glandula supra-renal isolada. A canula arterial renal foi introduzida na artéria

mesentérica superior até a artéria renal, onde foi feita a fixacdo da cénula.

No inicio do procedimento cirdrgico uma parte da solucdo (40 mL) foi
desviada para o sistema de perfuséo in situ, ja oxigenada para perfundir o rim ainda
in vivo evitando qualquer isquemia ao 6rgdo. Finalmente o rim foi transportado para

o sistema de perfuséo in vitro, sem interrupgao do fluxo (figura 8).



60

Figura 8: Procedimento cirargico para retirada de rim isolado de rato. A: isolamento
da artéria femoral para administracdo de manitol; B: isolamento e fixacdo da canula
ao ureter; C: isolamento das artérias mesentérica e renal; D: canula fixada a artéria
renal.

Fonte: LAFAVET — UFC.
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4.3.5 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados apds a estabilizacdo e adaptacdo do érgéo
as novas condi¢des. Os 30 min iniciais foram utilizados como controle interno para
0s experimentos com as fragdes TsTx-V (3ug/mL), Toxina y (3pug/mL) e Natriurética
(0,03ug/mL e 0,1pg/mL) (n=6 por grupo). Para os experimentos de bloqueio
farmacoldgico com prazosin (3ug/mL e 10ug/mL), este foi adicionado no tempo zero
e ap6s 30 minutos foi adicionado o veneno de Tityus serrulatus (3pg/mL). A cada
cinco minutos foram registrados a pressao de perfuséo e o fluxo de perfusdo em
mandmetro e fluxdmetro, respectivamente, em um periodo total de 120 min.
Amostras de urina e perfusato foram coletadas a cada dez minutos e depois
congeladas a -20°C para posterior dosagem de soédio, potassio, cloreto, inulina e

osmolaridade, importantes na determinagcédo dos parametros de funcéo renal.

4.3.6 Analises bioquimicas

Em amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sodio e
potassio pelo método de fotometria de chama (Fotdmetro de Chama - modelo 443
IL). As dosagens de cloreto foram realizadas seguindo o método descrito pelo kit do
fabricante Labtest. A inulina do perfusato e urina foi determinada por hidrélise direta,
conforme Walser e cols. (1955) e Fonteles e cols. (1983), com modificacbes que
reduziram as quantidades de amostras e reagentes utilizados. A osmolaridade das
amostras de urina e perfusato foi medida utilizando um osmémetro (Osmometro de
Pressdo a Vapor - modelo 5100c WESCOR). Todos os testes bioquimicos foram
realizados no Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas e Unidade de

Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara.

4.3.7 Céalculos de parametros funcionais renais

O quadro 3 apresenta as férmulas utilizadas para determinacdo de
parametros funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES,
1980).
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Quadro 3: Calculos para determinacao de parametros funcionais renais.

1. FU (mL.g™. min™) = Fluxo urinério
FU = (Peso do volume urinério / Peso do rim esquerdo) x 10 (admitiu-se que a urina
possui a mesma densidade da agua)

2. PP (mmHg) = Presséao de perfusdo. Leitura em mandmetro

3. RFG (mL.g .min™?) = Ritmo de filtracdo glomerular

RFG = (DOU in / DOP in x FU) sendo DOU in = densidade 6tica da inulina na urina e
DOP in = densidade 6tica da inulina no perfusato

4. FPR (mL.g™.min™) = Fluxo de perfuséo renal (registrado a cada 10 min/peso do
rim/intervalo de tempo)

5. RVR (mmHg/mL.g-1.min™) = Resisténcia vascular renal
RVR = PP (mmHg) / FPR

6. FNa* (uEqg.g™. min™) = Sédio filtrado
FNa' = RFG x PNa" (PNa" = Concentracéo de sodio no perfusato)

7. ENa* (uEq.g™. min™) = Sédio excretado
ENa" = FU x UNa" (UNa’ = Concentracio de sodio na urina)

8. TNa" (uEq.g™*. min™) = Sédio transportado
TNa" = FNa' - ENa”

9. %TNa" = Percentual de sédio transportado
%TNa" = TNa* x 100 / FNa*

10. TpNa" = Transporte proximal de sodio
TpNa® = FNa* x AdNa”

11. AdNa+ = Aporte distal de sddio
AdNa' = dTNa® + ENa"

12. dTNa+ (uEq.gt.min™) = Transporte distal de sédio
dTNa+ = CH,0. PNa+

13. %TpNa" = Percentual de sodio proximal transportado
%TpNa’ = TpNa* x 100 / FNa"

14. FK* (uEq.g™. min™) = Potassio filtrado
FK' = RFG x PK" (PK" = concentracdo de potassio no perfusato)

15. EK* (uEg.g™. min™) = Potassio excretado
EK" = FU x UK" (UK" = Concentracdo de potassio na urina)

16. TK* (uEq.g™*. min™?) = Potassio transportado
TK" = FK" x EK"
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17. %TK" = Percentual de potassio transportado
%TK" = TK" x 100 / FK*

18. %TpK™ = Percentual de potassio proximal transportado
%TpK* = TpK* x 100 / FK*

19. TCI" (uEq.g™*. min™) = Cloreto transportado
TClI™ =FCl~ xECI~

20. % TCI" = Percentual de cloreto transportado
% TClI =TCl x100/F TCI~

21. % TpCl = Percentual de cloreto proximal transportado
% TpCl ™~ =TpCl ™ x 100/ F TCI~

22. CH,O (mL.g™-.min™) = Clearance de 4gua livre
CH,0 = FU - Cosm

23. Cosm (mL.g™.min™) = Clearance osmético
[Uosm / Posm] x FU (onde Uosm = Osmolaridade urinaria e Posm = Osmolaridade
do perfusato)

4.3.8 Estudo histoldgico

Ao final de cada experimento foi retirado um fragmento longitudinal do rim
perfundido (direito) e ndo perfundido (esquerdo) e colocados em formol a 10% para
posterior exame histolégico. Os fragmentos obtidos foram submetidos a
desidratacédo e diafanizacdo, e em seguida cortados, em uma espessura de 5um.
Foram realizadas coloragdes de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas
através de um microscopio Optico (NIKON). Também foi realizado o estudo
histologico nos rins perfundidos somente com solucdo de Krebs-Henseleit

modificada (controle perfundido).

4.4 DOSAGEM DE GMPc

A Guanetidina 3'-5’-monofosfato ciclica (GMPc) foi descoberta em 1963
(ASHMAN et al., 1963) e esta envolvida em inUmeros processos biolégicos, como o

efeito natriurético. Alguns horménios, como acetilcolina, inulina e ocitocina, além de
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serotonina e histamina aumentam a concentracdo de GMPc. Peptideos, como o
Peptideo Atrial Natriurético, que relaxam o musculo liso vascular também séo

responsaveis por elevacdo de GMPc.

As urinas provenientes de rins isolados tratados com o peptideo natriurético
isolado do veneno de Tityus serrulatus, foram utilizadas para determinacdo da

excrecdo de GMPc induzido pela fracao.

As urinas foram previamente diluidas (1:50) no tampé&o do Kit segundo as
recomendag0des do fabricante (Sigma).

O Kit utilizado foi imunoensaio competitivo em microplacas de 96 pocos, para
a determinacdo quantitativa de GMPc. A dosagem consistiu na utilizacdo de um
anticorpo policlonal que se liga ao GMPc ou a fosfatase alcalina complexada ao
GMPc (complexo presente no Kit) de maneira competitiva. As amostras ou padrdes
foram, entdo, incubados a temperatura ambiente e, em seguida, adicionado um
substrato para a enzima fosfatase alcalina. Apdés um breve periodo de incubacédo a

reacao foi parada com solugao “stop” e a cor amarela formada foi lida em 405nm.

A intensidade da cor formada foi inversamente proporcional a concentragcéo
do GMPc nas amostras. Os resultados foram calculados a partir da curva padréo dos

controles e expressos em pmol/mL/g, compilados em intervalos de 30 minutos.

4.5 PERFUSAO DE LEITO VASCULAR ISOLADO

Para avaliar a agao direta das fragdes do veneno de Tityus serrulatus sobre o
sistema vascular, utilizou-se o modelo de leito vascular mesentérico, onde se podem
observar as acdes das toxinas em um sistema aberto (a solu¢cdo passa uma unica
vez pelo tecido). Assim, nenhuma substancia liberada pelo leito poderia voltar a agir

sobre o sistema, justificando a acéo direta do veneno.

A perfusdo seguiu a descricdo de McGregor (1965). Ratos Wistar machos,
pesando entre 280-350g foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg).

Depois de aberto o abdémen, a artéria mesentérica superior foi isolada e canulada
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com uma canula de polietileno (PE20). O intestino foi separado do leito mesentérico
com o ligamento do leito nas extremidades intestinais (duodeno e ceco). O
mesentério foi perfundido em sistema aberto (figuras 9 e 10) com solucéo de Krebs
contendo: 114,0mM de NaCl; 4,96mM de KCI; 1,24mM de KH,PO,4 0,5mM de
MgS0,4.7H,0; 24,99mM de NaHCOg3; 2,10mM de CaCl,.2H,0; e 3,60mM de glicose.
A solucdo foi mantida a 37°C e o leito foi perfundido a um fluxo constante (4
mL/min), enquanto a variacdo da pressao foi mensurada pela média das pressdes
de perfusdo através de um transdutor (Statham P23, Gould, Oxnard, CA, USA)
conectado ao sistema. As variacdes na pressdo de perfusdo foram continuamente
grafadas por um fisiografo quatro-canais (Narco BioSystems, Houston, TX, USA).
Com isso, analisamos o efeito vascular das fracdes TsTx-V e Toxina vy isoladas do
veneno de Tityus serrulatus (3ug/mL/min.; n = 6), infundido a uma taxa constante de

0,1mL/min, comparado com a infusdo do veiculo sozinho.

Solugdo de

Manometro Krebs oxigenada

Condensador 37"
- I—\"‘\
Registro . W

fisiografico

Bomba
Filtro perfusora

Adaptador p/ infusdo dos
vENEnos

Leito vascular

Figura 9: Desenho esqueméatico do sistema de perfusdo de leito vascular
mesentérico. Fonte:

LAFAVET — UFC.
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Figura 10: Foto do sistema de perfusdo de leito vascular mesentérico.
Fonte: LAFAVET — UFC.

4.6 CANAL DEFERENTE

Para testar a participacdo adrenérgica nos efeitos de T. serrulatus, o veneno
foi testado frente a uma preparacao neurogénica, que permite verificar também a co-

transmissdo noradrenalina/ATP e agles pré-sinapticas de substancias.

O canal deferente de camundongo foi montado como descrito por Hughes et
al., 1975c. Camundongos albinos Swiss foram sacrificados por deslocamento
cervical e a seguir lcm do seguimento prostatico do canal deferente foi
cuidadosamente separado dos outros tecidos. Logo apds, o tecido foi verticalmente
suspenso entre dois eletrodos de platina paralelos sob uma tenséo de 0,3g, banhado
em solucdo de Krebs modificada (pH 7,4; 37°C e oxigenado com solucéo
carbogénica contendo 95% O, e 5% CO,), sem a presenca de Mg?*, contendo: NaCl
118mM; KCI 4,75mM; CaCl, 2,54mM; KH,PO, 0,93mM; NaHCO; 24mM; Glicose
11mM; EDTA 0,027mM e Acido ascérbico 0,2mM. Os tecidos foram acoplados a um
transdutor isométrico de registro fisiografico (F-60 Narco Biosystems, Houston, TX,
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USA), figura 11. Apds uma hora de equilibrio com lavagens em intervalos de 15
minutos, a resposta contrétil foi induzida com estimulacdo do 6rgdo por um campo
elétrico transmural (0,1Hz de freqiéncia/lms). O efeito das fragcbes e drogas
controle foram expressos como percentual de aumento da amplitude antes da
adicdo destes compostos. A natureza neurogénica da preparacdo foi comprovada
pelo bloqueio do efeito com tetrodotoxina (100nM) conforme descrito por Rae e
Calixto (1990).

TRANSDUTOR
ISOMETRICO

ESTIMULADOR
ELETRICO

REGISTRADOR —l

Figura 11: Desenho esquematico do sistema de perfusdo de canal deferente de
camundongo.

Fonte: ISCB — UECE

4.7 CLEARANCE in vivo e MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA

4.7.1 Teécnicacirurgica

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando de 250-350g, submetidos a
jejum de 12 horas para a técnica de clearance in vivo de acordo com a técnica
descrita por Nascimento Gomes et al. (2005). Os animais foram anestesiados com
xilazina 2% (10mg/Kg) e ketamina 5% (90mg/Kg) e submetidos a cirurgia onde foi
seccionada a linha mediana da regido cervical. Apés afastamento das glandulas
parétidas direita e esquerda, a incisdo foi aprofundada até a traquéia, a qual foi
isolada para uma possivel traqueostomia. Apds divulsdo marginal deste 6érgéo, o

feixe vasculo-nervoso foi identificado, sendo isolada a artéria carétida esquerda,
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cuidadosamente para néo lesar o nervo vago. Procedeu-se, entdo, a canulagdo
desta artéria com canula de polietileno (PE 50). Através desta artéria, a pressao
arterial meédia (PAM) foi monitorada e amostras de sangue colhidas ao longo do
experimento. Ilgual manobra foi realizada com vistas a canulacao das veias jugulares
direita e esquerda (PE 20) com o propésito de injetar as solucdes infusoras (soro
homdlogo de rato e solugdo de inulina/PAH) e substéncias teste (veneno e fragédo
natriurética). Por sua vez, a canulacdo da bexiga foi realizada utilizando-se uma
canula de polietilieno (PE 20). Os registros pressoricos das experiéncias foram
realizados com transdutores P23 Stath acoplados a um poligrafo Isgo Basile Gemini
7070 (Figura 12A). Antes do inicio dos experimentos procedeu-se a calibragdo do
instrumento utilizando como padrdo um mandémetro amerodide em uma escala de 50
a 250 mmHg. A frequéncia cardiaca foi registrada através de um eletrocardiografo
(EK-8 Burdick) (Figura 12B).

03107120087 11.05°

Figura 12: A. Fisiografo Isgo Basile Gemini 7070 para registro da presséao arterial.
B. Eletrocardiégrafo Burdick para registro da freqiéncia cardiaca.

Fonte: ISCB — UECE

4.7.2 Protocolo experimental

Através das veias jugulares foram aplicadas as substancias exdgenas.
Através da veia esquerda foi administrado o prime (solucédo concentrada de inulina
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(300mg/Kg) e p-amino-hipurato (PAH; 2mg/animal) in bolus) seguindo o principio de
conservacao de Fick; solucdo de infusdo continua (constituida de inulina (15mg/mL)
e PAH (4mg/L) na velocidade de 0,08 mL/min) e o veneno ou peptideo natriurético
isolado do veneno (taxa de infusdo de 10 pl/min).

As concentracfes do veneno de Tityus serrulatus (VTs) e fracdo natriurética
(PNVTSs) foram calculadas com base na concentracdo utilizada no rim isolado, para
gue os resultados pudessem ser sobrepostos e comparados. Com isso,
administramos uma concentracdo de 120 pg/Kg/h de VTs e 0,4 pg/Kg/h de PNVTs.

Pela veia jugular direita foi infundido, através de bomba de infusdo continua,
soro homdlogo de rato na velocidade de 6uL/100g/min, visando repor o volume
plasmatico perdido durante a cirurgia (MADDOX e cols., 1977). O controle e ajuste
dessa taxa de infusdo foram realizados por medidas do hematdcrito inicial e final.

Concluida a cirurgia, seguiu-se um periodo de equilibrio de 1 hora para
estabilizacdo do animal. Apds este periodo foi iniciada a avaliacdo do clearance
renal (Figura 13). Os animais foram mantidos em mesa cirargica aquecida, de forma

a manter a temperatura corporea entre 36,5 e 37,0°C e registrada a PAMq (inicial),

procedimento seguido pela coleta de uma amostra de sangue para avaliagdo do

hematacrito inicial (Htcg) (ICHIKAWA e cols., 1978). A bexiga foi lavada com solucéo

salina 0,9% e, a seguir, aplicado o prime e iniciadas as infusdes de solucdo de
infusdo e soro homologo de rato por 30 minutos (controle interno). A partir disso foi
iniciada a infusdo das substancias teste por 2 periodos de igual duracéo, totalizando
90 minutos de experimento. Ao término de cada periodo foram coletadas amostras
de sangue e urina para avaliacdo da funcéo renal. A coleta de urina foi realizada

durante os ultimos 20 minutos de cada periodo.

Ao final do experimento, os animais foram sacrificados com KCI, as urinas
medidas e os plasmas congelados a -20°C para posterior dosagens bioquimicas
(inulina e PAH).
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Figura 13: Protocolo experimental para determinacdo da pressao arterial média e
clearance in vivo.

Fonte: ISCB — UECE

4.7.3 Analises bioquimicas e célculos dos parametros renais

O clearance de inulina foi realizado através da metodologia descrita por Alving
& Miller (1940) para determinar a taxa de filtracdo glomerular (TFG). A determinacéo
de para-aminohipurato (PAH), realizada conforme descrito por Bratton & Marshall

(1939), foi utilizada para estimar o fluxo plasmatico renal cortical.

A inulina (Figura 14) € um polissacarideo com peso molecular de
aproximadamente 5000 Da que é completamente excretada pelos glomérulos e ndo
reabsorvida pelos tubulos. Com isto, a determinagdo do clearance de inulina nos
fornece uma melhor interpretacdo do fluxo sanguineo renal e da funcdo glomerular
(WINSTEN e DALAL, 1972).
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Figura 14: Estrutura quimica da inulina.

Fonte — pt.wikipedia.org/wiki/Inulina

Foram utilizados trés calculos para a determinacdo do clearance de inulina e,
a seguir, obteve-se a média ponderada para os grupos. Os célculos estdo descritos

a sequir.

Inulina na urina (mg%) = _Absorbancia da urina_x concentracdo do padréo

Absorbéancia do padréo

Inulina no plasma (mg%) = Absorbancia do plasma x concentragcao do padrao

Absorbéancia do padréao

Clearance de Inulina = _Inulina na urina (mg%) x volume urina (mL/min)

Inulina no plasma (mg%)

O acido para-aminohipurico (Figura 15) é um acido orgéanico excretado na
urina de animais domésticos e outros herbivoros, mas que raramente € encontrado
na urina humana. E um analogo do aminoacido glicina e muito utilizado na medicina
para avaliacdo da funcdo renal. Isto ocorre, pois o PAH é excretado tanto por
filtracdo como por secrecgdo tubular e isso o torna um bom marcador das fungdes
glomerular e tubular, além de servir para estimar o fluxo sanguineo renal (WINSTEN
e DALAL, 1972).
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Figura 15: Estrutura quimica do Acido para-aminohiparico.
Fonte — http://chemicalland21.com/lifescience/phar/4-MINOHIPPURIC%20ACID.htm

O clearance de PAH foi calculado individualmente para posterior
determinacdo da média * erro padrao de cada um dos grupos testados. O calculo foi

feito de acordo com a férmula abaixo:

Clearance de PAH (mL/min) = __PAH urina(m@)/100 mL _ x mL de urina/min
(PAH plasma (mg)/100 mL — PAH veia (mg)/100 mL)

O Fluxo Plasmatico Renal Cortical (FPRc) foi estimado pela féormula descrita
abaixo e o valor de PAH venoso foi obtido considerando-se uma extracéo renal de

PAH de 80%, ou seja, o0 valor venoso estimado como sendo 20% do valor arterial.

FPRc = (PAH urina x Volume urinario (mL/min))

(PAH plasma — PAH venoso)
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4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram mostrados como média = erro padrdo de seis
experimentos em cada grupo. Diferengas entre os grupos foram comparadas
utilizado teste t de Student ou Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de

Mann-Whitney com significancia de 5%.

4.9 COMITE DE ETICA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEPA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do

Ceard, sob o niumero 107/07, conforme anexo 1.



RESULTADOS

Vocé ndo pode provar uma definigdo. O que vocé pode fazer é mostrar que ela
tem sentido.

Albert Einstein
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5.1 PERFUSAO DE RIM ISOLADO
5.1.1 Bloqueio farmacoldgico dos efeitos renais induzidos pelo veneno de T.

serrulatus utilizando Prazosin 10 pg/mL

O pré-tratamento dos rins com Prazosin (Pz; 10ug/mL), promoveu um
bloqueio total do efeito exercido pelo veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3ug/mL)

sobre a pressao de perfusédo (PP) aos 60 minutos (tabela 1/figura 16).

Da mesma forma, o aumento da resisténcia vascular renal com a perfusao do
veneno, também foi revertido significativamente aos 60 minutos de experimento com

o pré-tratamento dos rins com prazosin, conforme a tabela 2/figura 17.

A tabela 3/figura 18 demonstra o comportamento do fluxo urinario que se
elevou aos 60 minutos no grupo do veneno e foi revertido na presenca de prazosin
Entretanto, aos 90 e 120 minutos, a diurese diminuiu significativamente, sendo

revertida somente no tempo de 120 minutos

O ritmo de filtragdo glomerular foi aumentado aos 60 minutos experimentais
pelo veneno, mas foi significativamente diminuido na presenca do bloqueador a-
adrenérgico, mantendo-se diminuido durante todo o restante do experimento,

conforme pode ser observado na tabela 4/figura 19.

O transporte tubular de sodio foi alterado aos 90 minutos de perfusdo, mas
havendo uma reversao absoluta sobre esse efeito com a utilizagcado de Prazosin. Este

resultado foi mantido aos 120 minutos de experimento (tabela 5/figura 20).

O transporte tubular proximal de sodio, tabela 6, foi reduzido aos 90 e 120
minutos quando o antagonista foi associado ao veneno, entretanto esse efeito se

deve ao prazosin, pois ocorreu mesmo com o bloqueador sozinho.

A tabela 7/figura 21 mostra a excregcéo de sédio, onde houve um aumento

significativo aos 60 minutos apds a administracao de VTs, que foi revertido pelo Pz.

O transporte tubular total e proximal de potassio nao foi afetado

significativamente pelo veneno de Tityus serrulatus. Entretanto, estes transportes
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percentuais foram alterados na presenca do Prazosin 10ug/mL com efeito maximo

aos 120 minutos, conforme tabelas 8 e 9.

A excrecdo de potassio (tabela 10/figura 22) foi significativamente diminuida
aos 90 e 120 minutos, sendo mais evidente neste ultimo, enquanto o prazosin

reverteu essa aciao do veneno.

O transporte de cloreto total e proximal e a excregdao deste eletrélito, ndo
mostraram diferenca significativa quando os rins foram tratados com o veneno

escorpidnico, conforme tabelas 11, 12 e 13, respectivamente.

200+

100

PP (mmHg)

30.0 60.0 90.0 120.0

Tempo (min)

I Controle B Prazosin 10ug/mL
I V/Ts 3ug/mL I Prazosin + VTs

Figura 16: Presséo de Perfusdo (PP) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (10 ng/mL) e Prazosin (10
ng/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos
com *p<0,05.
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Figura 17: Resisténcia Vascular Renal (RVR) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n=6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (10 ug/mL) e
Prazosin (10 ug/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos
periodos com *p<0,05.
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30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (min)

I Controle Il Prazosin 10pg/mL
B \/Ts 3ug/mL I Prazosin + VTs

Figura 18: Fluxo Urinario (FU) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com
veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pg/mL), Prazosin (10 pug/mL) e Prazosin (10
pg/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos
com *p<0,05.
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Tempo (min)

I Controle I Prazosin 10pug/mL
I V/Ts 3ug/mL I Prazosin + VTs

Figura 19: Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pg/mL), Prazosin (10
ug/mL) e Prazosin (10 ug/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos
mesmos periodos com *p<0,05.
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I Controle I Prazosin 10pug/mL
B \/Ts 3ug/mL I Prazosin + VTs

Figura 20: Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin
(10 pg/mL) e Prazosin (10 pg/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle
nos mesmos periodos com *p<0,05.



79

30

20+

10+

ENa’ (qu.g'l.min'l)

30.0 60.0 90.0 120.0

Tempo (min)

I Controle I Prazosin 10pg/mL
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Figura 21: Excrecédo de Sodio (ENa®) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (10 ug/mL) e Prazosin (10

ng/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos
com *p<0,05.
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I Controle I Prazosin 10ug/mL
B V/Ts 3ug/mL I Prazosin + VTs

Figura 22: Excrecdo de Potassio (EK") nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (10 ug/mL) e Prazosin (10

ug/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos
com *p<0,05.
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5.1.2 Bloqueio farmacolégico dos efeitos renais induzidos pelo veneno de T.

serrulatus utilizando Prazosin 3ug/mL

O estudo com Prazosin em menor concentragcédo (3ug/mL), demonstrou que
este também exerceu uma reversao total do efeito sobre a presséo de perfuséo (PP)
aos 60 minutos quando foi utilizado veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3ug/mL)
(tabela 14/figura 23).

Da mesma forma, o aumento da resisténcia vascular renal também foi inibido

significativamente aos 60 minutos de experimento, conforme a tabela 15/figura 24.

A tabela 16/figura 25 ilustra o comportamento do fluxo urinario, em que houve
a reversao total dos efeitos induzidos pelo veneno. Entretanto, na presenca de

prazosin sozinho, o fluxo urinario foi consideravelmente elevado.

O efeito do veneno sobre o ritmo de filtragdo glomerular foi prontamente
revertido na presenca de prazosin (3ug/mL) aos 60 minutos, conforme pode ser

observado na tabela 17/figura 26.

Mesmo com uma concentragdo mais baixa de Prazosin, o transporte tubular
de sédio foi alterado na presenca deste bloqueador aos 90 e 120 minutos de
perfusdo, revertendo e modificando o resultado, levando a uma diminuicdo da

reabsorcao de sodio (tabela 18/figura 27).

O transporte tubular proximal de sodio, quando utilizado uma menor
concentragdo de prazosin, ainda assim foi alterado por essa substéncia (resultado

visto na tabela 19).

A tabela 20/figura 28 mostra que doses menores de prazosin foram capazes
de reverter o efeito natriurético do veneno aos 60 minutos, embora levem ao

aumento da excrecao aos 120 minutos de perfusao.

O transporte de potassio total (tabela 21) e proximal (tabela 22) novamente

apresentaram influéncia do antagonista sozinho ou em associagdo com o veneno.
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A excrecao de potassio (tabela 23/figura 29) foi significativamente diminuida
pelo veneno aos 90 e 120 minutos, sendo mais evidente neste ultimo, enquanto o

prazosin reverteu esse efeito aos 90 minutos e elevou a excregédo aos 120 minutos.

De acordo com as tabelas 24 e 25, os transportes de cloreto total e proximal,

respectivamente, ndo foram significativamente alterados com a perfusdo do veneno

de T. serrulatus.

A excrecao de cloreto mostrou-se variavel, mas sem alteragdes significativas

quando comparado ao controle, conforme a tabela 26.
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Figura 23: Presséo de Perfusdo (PP) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (3 ng/mL) e Prazosin (3
ug/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos

com *p<0,05.
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Figura 24: Resisténcia Vascular Renal (RVR) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n=6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (3 ug/mL) e
Prazosin (3 pg/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos
periodos com p<0,05.
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Figura 25: Fluxo Urinario (FU) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com
veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pg/mL), Prazosin (3 pg/mL) e Prazosin (3
ug/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos
com *p<0,05. #p<0,05 quando comprado com VTs no mesmo periodo.
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Figura 26: Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (3 pg/mL)
e Prazosin (3 pug/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos

periodos com p<0,05.
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Figura 27: Percentual de Transporte Tubular de Sddio (%TNa®*) nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin
(3 ng/mL) e Prazosin (3 ug/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle
nos mesmos periodos com p<0,05.
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Figura 28: Excrecéo de Sédio (ENa®) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (3 ng/mL) e Prazosin (3
ug/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos

com p<0,05.

EK” (qu.g'l.min'l)

30.0 60.0 90.0 120.0

Tempo (min)

I Controle I Prazosin 3ug/mL
I \/Ts 3ug/mL I Prazosin + VTs

Figura 29: Excrecédo de Potassio (EK") nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (3 ng/mL) e Prazosin (3
ug/mL) + VTs (3 ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos

com p<0,05.
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5.1.3 Perfusdo de rim isolado com as fragbes TsTx-V e Toxina y do veneno de

Tityus serrulatus

As principais fragbes do veneno de T. serrulatus, TsTx-V e Toxina v,
mostraram atividade diferente em relagédo a pressao de perfusédo (PP), pois esta so
foi aumentada pela fragdo y (Tsg) aos 60 minutos de perfusdo, como observado na
tabela 27/figura 30.

Da mesma forma, a resisténcia vascular renal, tabela 28/figura 31, foi elevada

significativamente aos 60 minutos somente pela Tsg.

A tabela 29/figura 32 demonstra o comportamento do fluxo urinario, em que
houve elevacgao induzida pelas duas fragdes do veneno ao fim do experimento, com
efeitos mais intensos e induzidos logo aos 90 minutos de perfusao pela fragdo TsTx-
V.

O efeito do veneno sobre o ritmo de filtragdo glomerular, entretanto, somente
foi alterado na presenca de Tsg aos 120 minutos, conforme pode ser observado na
tabela 30/figura 33.

O transporte tubular de sédio foi alterado na presencga das duas fragdes aos

90 minutos de perfusao (tabela 31/figura 34).

Semelhante ao transporte de sédio, o transporte de potassio foi afetado da

mesma forma com efeito maximo aos 90 minutos, conforme tabela 32/figura 35.

O transporte de cloreto, tabela 24/figura 36, foi alterado exatamente nas

mesmas proporgdes que os demais eletrdlitos.
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Figura 30: Presséo de Perfusdo (PP) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com TsTX V (3ug/mL) e toxina gama (Tsg 3ug/mL) do veneno de Tityus serrulatus.
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 31: Resisténcia Vascular Renal (RVR) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n = 6) com TsTX V (3ug/mL) e toxina gama (Tsg 3ug/mL) do veneno de Tityus
serrulatus. Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 32: Fluxo Urinario (FU) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com
TsTX V (3ug/mL) e toxina gama (Tsg 3ug/mL) do veneno de Tityus serrulatus.
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 33: Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com TsTX V (3ug/mL) e toxina gama (Tsg 3ug/mL) do veneno de
Tityus serrulatus. Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com

*p<0,05.
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Figura 34: Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com TsTX V (3ug/mL) e toxina gama (Tsg 3ug/mL) do
veneno de Tityus serrulatus. Valores comparados ao controle nos mesmos periodos
com *p<0,05.
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Figura 35: Percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK') nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com TsTX V (3ug/mL) e toxina gama (Tsg 3ug/mL)
do veneno de Tityus serrulatus. Valores comparados ao controle nos mesmos
periodos com p<0,05.
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Figura 36: Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (%TCI") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com TsTX V (3ug/mL) e toxina gama (Tsg 3ug/mL) do
veneno de Tityus serrulatus. Valores comparados ao controle nos mesmos periodos
com p<0,05.

5.1.4 Perfusao de rim isolado com a fracdo Natriurética isolada do veneno de Tityus

serrulatus.

Observando a tabela 34/figura 37, podemos perceber uma relagao tempo e
concentracdo dependente, nos efeitos pressoéricos induzidos pela fragao natriurética
em duas diferentes concentragdes: 0,03 ug/mL e 0,1 pg/mL. Esse efeito foi mais

evidente aos 120 minutos.

Entretanto, a resisténcia vascular renal foi elevada significativamente aos 120
minutos somente pela maior concentragao de peptideo, conforme a tabela 35/figura
38.

O fluxo urinario foi elevado por ambas as concentragdes aos 60 e 120
minutos, mostrando um maior efeito com a concentragao de 0,1 ug/mL, porém nao

significativo entre as duas concentrag¢des (tabela 36/figura 39).
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O ritmo de filtragdo glomerular foi significativamente aumentado aos 120
minutos pelo peptideo, de forma semelhante ao fluxo urinario, conforme pode ser

observado na tabela 37/figura 40.

O transporte tubular de sédio foi alterado logo aos 60 minutos de perfusao
pela concentragdo mais elevada do peptideo e por ambas aos 120 minutos (tabela
38/figura 41).

O transporte de potassio foi afetado significativamente com PNVTs 0,1 ug/mL
logo aos 60 minutos e este efeito permaneceu até o fim do experimento, conforme
tabela 39/figura 42.

De acordo com a tabela 40/figura 43, houve uma reducdo significativa do
transporte de cloretos aos 120 minutos, induzida pelas duas concentracdes do

peptideo.

Na tabela 41/figura 44, avaliou-se o transporte tubular proximal de sddio,
cujos valores foram reduzidos aos 120 pelas duas concentragcbes de peptideo

estudadas.

Avaliando o transporte tubular proximal de potassio (tabela 42/figura 45),
verificamos nao houve diferenca significativa no transporte que pudesse ser

associada a fragao estudada.

O transporte tubular proximal de cloretos mostrou uma redugao significativa
no transporte deste eletrélito aos 120 minutos, induzida pelo PNVTs 0,1 pg/mL,

como pode ser observado na tabela 43/figura 46.
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Figura 37: Pressao de Perfusao (PP) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03 ug/mL e

0,1ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 38: Resisténcia Vascular Renal (RVR) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03
pg/mL e 0,1ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com

*p<0,05.
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Figura 39: Fluxo Urinario (FU) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o
peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03 pg/mL e
0,1ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com *p<0,05.

3.0
g .
g
o . .
- 1.5
E
o
LL
[
0.0-
30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (min)
I Controle Il PNVTs 0,03ug/mL I PNVTs 0,1ug/mL

Figura 40: Ritmo de Filtragao Glomerular (RFG) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus (PNVTSs;
0,03 pg/mL e 0,1ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos periodos

com *p<0,05.
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Figura 41: Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus
(PNVTs; 0,03 ug/mL e 0,1ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos

periodos com *p<0,05.
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Figura 42: Percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK') nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus
serrulatus (PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1ug/mL). Valores comparados ao controle nos
mesmos periodos com *p<0,05.



94

100+
* *

75
2

S 50+

25

0_

30.0 60.0 90.0 120.0
Tempo (min)
I Controle I PNVTs 0,03ug/mL I PNVTs 0,1pg/mL

Figura 43: Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (%TCI) nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus
(PNVTs; 0,03 ug/mL e 0,1ug/mL). Valores comparados ao controle nos mesmos
periodos com *p<0,05.
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Figura 44: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Sédio (%pTNa®) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de
Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03 ug/mL e 0,1ug/mL). Valores comparados ao controle
nos mesmos periodos com *p<0,05.
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Figura 45: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Potassio (%pTK") nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de

Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1ug/mL).
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Figura 46: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Cloreto (%pTCI) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de
Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03 ug/mL e 0,1ug/mL). Valores comparados ao controle

nos mesmos periodos com *p<0,05.
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5.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS RINS PERFUNDIDOS COM
PRAZOSIN, VENENO TOTAL E FRACOES (TsTx-V, TOXINA y E NATRIURETICA)
E PRE-TRATADOS COM PRAZOSIN + VENENO DE Tityus serrulatus.

Os achados histopatolégicos indicaram presengca de material proteinaceo

depositado nos espacos urinarios e luzes tubulares.

A figura 47 mostra um corte histologico de rim perfundido somente com
solucdo de Krebs-hanseleit mostrando que nao ha alteracbes provocadas pelo

veiculo.

Na figura 48 observamos moderado depdsito de material protéico nos tubulos
e espacgos urinarios quando comparado ao controle (rim n&o perfundido), induzido

por 3ug/mL do veneno de Tityus serrulatus.

Foi observado que o Prazosin causou discreto depdsito na concentracéo de
3ug/mL, mas nao induziu nenhum depdsito na concentragcdo mais elevada

(10pg/mL), conforme pode ser observado nas figuras 49 e 50, respectivamente.

Entretanto, os rins pré-tratados (30 minutos antes) com prazosin em baixa
(3ug/mL; figura 51) e alta concentragcdo (10ug/mL; figura 52) ndo conseguiram

reverter as alteracdes histologicas induzidas pelo veneno escorpidnico.

A fracdo TsTx-V (3ug/mL; figura 53) também demonstrou depdsito de material
proteinaceo nas luzes tubulares e espacgos urinarios mas de maneira menos

pronunciada que a fragéo y (Tsg 3ug/mL; figura 54).

Nas figuras 55 e 56, observa-se evidente depdsito de material nos glomérulos
e tubulos, causados pelas concentragcées de 0,03ug/mL e 0,1ug/mL do peptideo

natriurético, respectivamente.
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Figura 47. Corte histopatoldgico de rim perfundido somente com solugéo de Krebs-
Hanseleit modificada, mostrando que a perfusdo ndo altera a fisiologia renal
(aumento 400x; n=6)

Figura 48. Corte histolégico de rim perfundido com veneno de Tityus serrulatus
(VTs) na concentracao de 3 ug/mL, demonstrando moderado depdsito de material
protéico nos tubulos (A) e espaco urinario (B) (aumento 400x; n=6).
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Figura 49. Corte histologico de rim perfundido com Prazosin (Pz) na concentragao
de 3 pug/mL, demonstrando discreto depdsito de material protéico nos tubulos (A) e
espaco urinario (B) (aumento 400x; n=6).

Figuras 50. Corte histolégico de rim perfundido com Prazosin (Pz) na concentragao
de 10ug/mL, demonstrando que nao houve alteragédo morfolégica quando se utilizou
a maior concentragado do antagonista (aumento 400x; n=6).
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Figura 51. Corte histolégico de rim pré-tratado com Prazosin (3 ug/mL) e perfundido
veneno de Tityus serrulatus na concentragdo de 3 ug/mL, demonstrando que o
antagonista ndo reverteu o efeito induzido pelo veneno. Verificamos acentuado
depdsito de material protéico nos tubulos (A) e espaco urinario (B) (aumento 400x;
n=6).

Figuras 52. Corte histolédgico de rim pré-tratado com Prazosin (10 ug/mL) e
perfundido veneno de Tityus serrulatus na concentracéo de 3 ug/mL, demonstrando
gue mesmo a concentracdo mais elevada do antagonista ndo foi capaz de reverter o
o acentuado depdsito de material protéico principalmente nos espagos urinarios (A)
induzido pelo veneno (aumento 400x; n=6).
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Figuras 53. Corte histologico de rim perfundido com TsTx-V isolada do veneno de
Tityus serrulatus na concentragéo de 3ug/mL onde verificamos moderada deposi¢cao
de material protéico nos tubulos (A) e espacos urinarios (B) (aumento 400x; n=6).

Figura 54. Corte histologico de rim perfundido com Toxina y isolada do veneno de
Tityus serrulatus na concentragdo de 3ug/mL, demonstrando efeitos mais
pronunciado (quando comparado com a TsTx-V) com acentuado depodsito de
material protéico nos tubulos (A) e espacgo urinario (B) (aumento 400x; n=6).
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Figura 55. Corte histolégico de rim perfundido com Peptideo natriurético isolado do
veneno de Tityus serrulatus na concentragédo de 0,03ug/mL em que verificamos
acentuado depodsito de material protéico principalmente nos tubulos (A) (aumento

400x; n=6).

Figura 56. Corte histoldgico de rim perfundido com Peptideo natriurético isolado do
veneno de Tityus serrulatus na concentragdo de 0,1ug/mL demonstrando que a
concentracdo mais elevada do peptideo ocasionou moderado depdsito de material
protéico nos tubulos (A) e espacos urinarios (B) (aumento 400x; n=6).
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5.3 DOSAGEM DE GMPc

5.3.1 Quantificagdo da excrecdo de GMPc em urinas de rins perfundidos com a

Fracao Natriurética

Observou-se uma relagao de dependéncia, pois os rins que foram tratados
com a concentracdo mais alta do peptideo (PNVTs 0,1ug/mL), apresentaram os
maiores resultados para a quantificacdo de GMPc de forma tempo-dependente, com

efeito maximo aos 120 minutos.

A menor concentragdo do peptideo também apresentou efeito, sendo este
mais agudo que o anterior, mas que foi revertido espontaneamente antes do final do

experimento.

Esses resultados foram comparados ao grupo controle, infundido somente

com solucao de Krebs modificada e apresentados na tabela 44/figura 57.



103

Tabela 44: Dosagem de GMPc em amostras de urina de rim isolado nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com Peptideo Natriurético isolado do veneno de

Tityus serrulatus nas concentragdes de 0,03ug/mL (PNVTs 0,03) e 0,1ug/mL
(PNVTs 0,1) em diferentes periodos.

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03 PNVTs 0,1

30 7,30+2,40 10,002,440 6,51+ 1,25

60 8,83+ 0,70 29,50+5,67* 41,18+ 3,25*
90 13,81+ 0,54 18,07+6,09 46,67+ 1,60*
120 9,84+1,39 12,84+5,08 68,00+ 7,60*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Figura 57: Dosagem de GMPc em amostras de urina de rim isolado nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com Peptideo Natriurético isolado do veneno de
Tityus serrulatus nas concentragdes de 0,03ug/mL (PNVTs 0,03) e 0,1ug/mL
(PNVTs 0,1) em diferentes periodos. *p < 0,05 em relagdo ao controle nos mesmos

periodos.
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54 ACOES SOBRE A PRESSAO DE PERFUSAO DE LEITO VASCULAR
MESENTERICO
5.4.1 Efeitos das Fragdes Toxinaye TsTx-V

Os resultados com as fragbes TsTx-V e Tsg do veneno de Tityus serrulatus
na pressao de perfusdo do leito vascular mesentérico demonstram que a fragao
ativa neste caso parece ser a Toxina y, uma vez que a TsTx-V n&o apresentou

efeitos significativos.

Os valores da presséo de perfusdo com a toxina y variaram de 33,45 £ 0,653
mmHg (pressao basal de estabilizagdo do leito) para 46,33 + 5,503 mmHg* (*p<0,05)
apos a infusdo do veneno. Este aumento corresponde a aproximadamente 40% da
contragdo maxima (114,8 + 9,1 mmHg) do sistema, obtida com a infusdo de

fenilefrina (10 mg/mL), dados observados na tabela 45/figura 58.

Para visualizar uma possivel interagcdo entre a toxina y e a fenilefrina,
infundindo-os simultaneamente. Com isso observamos uma diminuicado do efeito
(99,07 + 2,592 mmHg), que nao foi significativa em relagao a fenilefrina sozinha, mas

ainda mantendo diferenga estatistica frente a pressao basal.

Os resultados para TsTx-V, mostrados na tabela 46/figura 59, observamos
que esta fracdo n&o atua fisiologicamente na pressao do leito, semelhante a

auséncia de acgao renal.
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Tabela 45. Pressdo de Perfusdao de leito mesentérico em ratos tratados com a
Toxina y do veneno de Tityus serrulatus (3ug/mL; infundido a 0,1mL/min; n=6);
Fenilefrina (10ug/mL; infundido a 0,1mL/min; n=6) e Fenilefrina + toxina y (mesmas

condigdes citadas anteriormente).

Pressdo (mmHgQ)

Basal
Toxinay (3ug/mL)
Fenilefrina (10pug/mL)
Fenilefrina + Toxina y

33,45
46,33
114,8
99,07

+

e

e

+

0,653

5,503*
9,100*
2,592*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05 em relagédo a presséo basal.

150+

125+

PP (mmHg)
g 3 8

N
i

o
l

Basal Toxinay

Fenilefrina

Fenilefrina+Toxipa

Figura 58. Pressédo de Perfusdo de leito mesentérico (PP) em ratos tratados com a
Toxina y do veneno de Tityus serrulatus (3ug/mL; infundido a 0,1mL/min; n=6);
Fenilefrina (10pg/mL; infundido a 0,1mL/min; n=6) e Fenilefrina + toxina y (mesmas
condigbes citadas anteriormente). Resultados expressos em Média + EPM; * p<0,05

em relagao a pressao basal.
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Tabela 46. Pressao de Perfuséo de leito mesentérico em ratos tratados com a TsTx-
V do veneno de Tityus serrulatus (3ug/mL; infundido a 0,1mL/min; n=6); Fenilefrina
(10pg/mL; infundido a 0,1mL/min; n=6) e Fenilefrina + TsTx-V (mesmas condigbes

citadas anteriormente).

Pressdo (mmHg)

Basal 38,00 + 0,436
TsTx-V (3ug/mL) 37,55 + 0,525
Fenilefrina (10pg/mL) 133,40 + 11,51*
Fenilefrina + TsTx-V 114,60 £ 0,210*

Resultados expressos em Média + EPM

150-
*
2 100-
e
E
o
o 50-
0_

Controle TsTx-V Fenilefrina Fenil + TsTx-V

Figura 59. Pressao de Perfusdo de leito mesentérico (PP) em ratos tratados com
TsTx-V do veneno de Tityus serrulatus (3ug/mL; infundido a 0,1mL/min; n=6);
Fenilefrina (10ug/mL; infundido a 0,1mL/min; n=6) e Fenilefrina + TsTx-V (mesmas
condigdes citadas anteriormente). Resultados expressos em Média + EPM; * p<0,05

em relagao a pressao basal.
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55 ACOES DO VENENO BRUTO DE Tityus serrulatus EM CANAL
DEFERENTE

As acgdes do veneno sobre o canal deferente de camundongo foram
antagodnicas, pois doses menores do veneno promoveram um relaxamento do érgao,
enquanto doses maiores promoveram o aumento da amplitude das contragoes,

quando comparado com o controle basal.

Os resultados podem ser vistos na figura 60 (registro fisiografico de canal
deferente tratado com veneno de Tityus serrulatus) e na tabela 47/figura 67 (controle
= 9,45 + 1,69%; 1ng = -12,65 £ 3,26%; 3ng = -20,61 + 6,08%; 10ng = -31,56 +
8,58%; 30ng =-32,09 £ 9,95%; 100ng = -40,7 £ 6,78%; 300ng = -11,93 £ 15,5%; 1ug
= 36,62 £ 31,63%; 3ug = 258,41 £ 86,95%"; TTX =-69,97 + 2,22%; * p<0,05).

059 WWWW_ _ |, i:-.:: e
g il
r! COITROLE1ImL 31’""'— T 301/'“'_ T ?WT

10 ng/mL 3 pg/mL
100 ng/mL 300 ng/mL 1 pg/mL
| 12 dose TTX
(100nM) ~ 2*dose
J VTs (100nM)
18

Figura 60: Registro Fisiografico do percentual de contracdo de Canal deferente de
camundongos Swiss tratados com o veneno de Tityus serrulatus em curva
cumulativa de 1, 3, 10, 30, 100, 300 ng/mL, 1 e 3 pg/mL (in bolus; n = 6) e
Tetrodotoxina (TTX; 100 nM in bolus; n = 6)
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56 PRESSAO ARTERIAL MEDIA DE RATOS
5.6.1 Efeitos do Veneno Bruto de Tityus serrulatus e Fragao Natriurética

Os animais foram avaliados em relagdo a pressao arterial média (PAM)
enquanto estavam sendo realizados para clearance in vivo. Os grupos (n = 6 por
grupo) controle, veneno bruto de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e fracéo
natriurética do veneno (PNVTs; 0,4ug/Kg) foram avaliados por trés periodos de 30

minutos.

Houve elevacgao significativa da pressao arterial média nos grupos tratados
com VTs e PNVTs no ultimo periodo do experimento conforme pode ser observado
na tabela 48/figura 63.

Na figura 62 podemos observar o registro fisiografico do grupo controle. Nas
figuras 64 e 65, encontram-se os registros dos grupos tratados com VTs e PNVTs,

respectivamente.

100 mmHa I\ ; l\’\] - fom
7 SRy
\ Tempo 1 A
\ Clearance
X \\-\_

Figura 62: Registro fisiografico da Pressao Arterial dos primeiros 30 minutos (Tempo
1), de 30-60 minutos (Tempo 2) e de 60-90 minutos (Tempo 3) no grupo controle (n
= 06).
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Tabela 48: Pressao Arterial Média (PAM; mmHg) dos primeiros 30 minutos (0-30’),
de 30-60 minutos (30-60’) e de 60-90 minutos (60-90’), nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fragéo
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg).

PAM
(mmHg)

0-30 109,72 + 3,049 107,92 =+ 9,420 103,89 = 2,570

30 - 60’ 107,87 + 3,241 119,86 = 8,030 112,78 = 3,790
6,300* 115,97 + 4,150* #

60 — 90° 102,50 + 3,505 134,17

Controle VTs 120ug/Kg PNVTs 0,4ug/Kg

+
I+
+

I+
+

Resultados expressos em Média = EPM. *, # p<0,05

200
2 ‘4
S
£ o0
=
<
Q
O_
0-30 30-60 60-90
Tempo (min)
I Controle B \/Ts 120ug/Kg B PNV Ts 0,4ug/Kg

Figura 63: Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) dos primeiros 30 minutos (0-30’),
de 30-60 minutos (30-60’) e de 60-90 minutos (60-90’), nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fragéo
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg). *p<0,05 em
relagdo ao controle no mesmo periodo. #p<0,05 em relacdo ao PNVTs nos primeiros

30 minutos.
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100 mmHg

(

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3
kCONTROLE
iu

Clearance

Figura 64: Registro fisiografico da Pressao Arterial dos primeiros 30 minutos (Tempo
1), de 30-60 minutos (Tempo 2) e de 60-90 minutos (Tempo 3) no grupo tratado (n =
6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 0,6ug/min).

100 mmHg
/"’ 1cm Lk
f A
,’ | ‘W\W WWH‘{*J% A
: * * * Tempo 3
x | CONTROLE Tempo 1 Tempo 2
\q Clearance

Figura 65: Registro fisiografico da Presséo Arterial dos primeiros 30 minutos (Tempo
1), de 30-60 minutos (Tempo 2) e de 60-90 minutos (Tempo 3) no grupo tratado (n =
6) com a Fracao Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,2ug/min).
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5.7 FREQUENCIA CARDIACA DE RATOS

5.7.1 Efeitos do Veneno Bruto de Tityus serrulatus e Fragao Natriurética

Da mesma forma que a pressado arterial média, a frequéncia cardiaca foi
captada durante o experimento de clearance in vivo. Os grupos (n = 6 por grupo)
controle, veneno bruto de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fragado Natriurética
isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg) foram avaliados por trés

periodos de 30 minutos.

Houve elevacao significativa da frequéncia cardiaca somente no terceiro
periodo pela fragao natriurética do veneno (FCc = 239,8 + 29,35 bpm; FCyts = 319,0
+ 27,95 bpm; FCyrs = 355,0 £ 25,30 *; *p<0,05) conforme pode ser observado na
tabela 49/figura 67.

Na figura 66 podemos observar o registro eletrocardiografico do grupo
controle. Nas figuras 68 e 69, encontram-se os registros dos grupos tratados com

VTs e PNVTs, respectivamente.

3. kRaa i i ¥l THRREET ! | I s Bade
CONTROLE Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3

Clearance

Figura 66: Registro eletrocardiografico da Frequéncia cardiaca (bpm) do grupo
controle nos primeiros 30 minutos (Tempo 1), de 30-60 minutos (Tempo 2) e de 60-
90 minutos (Tempo 3), no grupo controle (n = 6). Velocidade: 25mm/s
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Tabela 49: Frequéncia cardiaca (bpm) dos primeiros 30 minutos (30’), de 30-60
minutos (60’) e de 60-90 minutos (90’), nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fragao Natriurética isolada do
veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg).

Freqiéncia

cardiaca Controle VTs 120ug/Kg PNVTs 0,4ug/Kg
(bpm)
30° 2325 £+ 21,12 280,0 + 12,65 262,5 + 13,28
60’ 2421 £ 36,82 325,0 + 24,70 300,0 £ 34,42
o0’ 239,8 £ 29,35 3190 + 27,95 3550 + 25,30*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

400+

300+

(bpm)

200+

100

Frequéncia cardiaca

30' 60'

Controle VTs 120ug/Kg PNVTs 0,4ug/Kg

Figura 67: Frequéncia cardiaca (bpm) dos primeiros 30 minutos (30’), de 30-60
minutos (60’) e de 60-90 minutos (90’), nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fragdo Natriurética isolada do
veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg). *p<0,05 em relagdo aos primeiros 30
minutos.
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Figura 68: Registro eletrocardiografico da Frequéncia cardiaca (bpm) dos primeiros
30 minutos (Tempo 1), de 30-60 minutos (Tempo 2) e de 60-90 minutos (Tempo 3),
no grupo tratado (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg)
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Figura 69: Registro eletrocardiografico da Frequéncia cardiaca (bpm) dos primeiros
30 minutos (Tempo 1), de 30-60 minutos (Tempo 2) e de 60-90 minutos (Tempo 3),
no grupo tratado (n = 6) com a Fragdo Natriurética isolada do veneno de T.
serrulatus (PNVTs 0,4ug/KQ).
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5.8 PERFUSAO RENAL DE RATOS in vivo

5.8.1 Efeitos do Veneno Bruto e Fragcdo Natriurética

Os grupos (n = 6 por grupo) controle, veneno bruto de Tityus serrulatus (VTs;
120ug/Kg) e Fracao Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs
0,4ug/Kg) foram avaliados por trés periodos de 30 minutos. O primeiro periodo foi
considerado controle interno do experimento, pois ndo havia infusdo de veneno ou

toxina durante este periodo.

Em relagdo ao hematdcrito, tabela 50/figura 70, foi observando uma
diminuicdo de analito nos grupos tratados com VTs e PNVTs ao inicio (HtO: controle
=32,18 £ 2,13; VTs = 33,15 + 1,09; PNVTS = 33,62 + 0,46%) e fim do experimento
(Ht3: controle = 29,00 + 3,17; VTs = 21,03 + 2,09%; PNVTs = 26,70 £ 0,95%%,
*p<0,05).

Na tabela 51/figura 71, observamos que o fluxo urinario foi significativamente
elevado pela fragdo natriurética isolada do veneno de Tityus serrulatus ao fim do
experimento (U3¢ = 8,90 + 1,86; U3yrs = 7,15 £ 3,54; U3pnyTs = 33,80 £ 6,24 pL/min*;
*p<0,05).

O clearance de inulina apresentou resultados opostos quando utilizamos
veneno bruto ou a fragdo natriurética isolada deste no terceiro periodo de

experimento, conforme pode ser visto na tabela 52/figura 72.

Em relagao ao fluxo plasmatico renal cortical, obtido através da determinagao
de p-aminohipurato (PAH) nas amostras, observou-se que somente o veneno total
foi capaz de reduzir o fluxo plasmatico renal (tabela 53/figura 73) ao final do

experimento.
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Tabela 50: Hematécrito inicial (HtO) e final (Ht3) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fragéo
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg).

Hematécrito Controle VTs 120ug/Kg PNVTs 0,4ug/Kg
Ht0 32,18 + 2129 33,15 £ 1,091 33,62 = 0,4571
Ht3 29,00 £ 3,171 21,03 + 2,097* 26,70 %+ 0,9529*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

100+

50

Ht (%)

Ht0 Ht3 Ht0 Ht3 HtO Ht3

Controle VTs 120ug/Kg PNVTs 0,4ug/Kg

Figura 70: Hematdcrito inicial (Ht0) e final (Ht3) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fracgéo
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg). *p<0,05 em
relagado ao Ht0. #p<0,05 em relacédo ao Ht3 de PNVTs.



117

Tabela 51: Fluxo urinario (uL/min) dos primeiros 30 minutos (Urina 1), de 30-60
minutos (Urina 2) e de 60-90 minutos (Urina 3), nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fragéo
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg).

Volume (uL/min) Controle VTs 120ug/Kg PNVTs 0,4ug/Kg
Urina 1 12,30 £+ 1,828 7,167 + 3,248 11,20 + 4,466
Urina 2 10,65 £ 1,756 6,630 = 3,765 18,90 + 4,297

3,546 33,80 * 6,238*

H+

Urina 3 8,900 + 1,865 7,150

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

50
40+
30+

204

Volume (uL/min)

104

Urina1 Urina2 Urina3 Urina1 Urina2 Urina3 Urina1 Urina2 Urina3

Controle VTs 120ug/Kg PNVTs 0,4ug/Kg

Figura 71: Fluxo urinario (uL/min) dos primeiros 30 minutos (Urina 1), de 30-60
minutos (Urina 2) e de 60-90 minutos (Urina 3), nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fragéo
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg). *p<0,05 em

relacdo a urina 1 do mesmo grupo. #p<0,05 em relacéo a urina 3 de VTs.
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Tabela 52: Clearance de inulina (uL/min/100g) dos primeiros 30 minutos (Urina 1),
de 30-60 minutos (Urina 2) e de 60-90 minutos (Urina 3), nos grupos controle (n = 6)
e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fracéao
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg).

(ufﬁai‘?/‘gggg) Controle VTs 120pg/Kg PNVTs 0,4ug/Kg
Urina 1 1,2048 + 0,1586 1,344 + 0,280 15579 * 0,1269
Urina 2 1,2818 + 0,1508 1,484 + 0560  1,4904 + 0,1512
Urina 3 1,2428 + 0,1872 0,476 + 0,196*  1,5768 * 0,1134*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

2.0+

1.54

1.04

0.5+

RFG (mL/min/100g)

0.0~
0-30 30-60 60-90

Tempo (min)

BB CONTROLE W VTs 120ug/Kg [ PNVTs 0,4 pg/Kg

Figura 72: Clearance de inulina (ML/min/100g) dos primeiros 30 minutos (Urina 1),
de 30-60 minutos (Urina 2) e de 60-90 minutos (Urina 3), nos grupos controle (n = 6)
e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fracéao
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg). *p<0,05 em
relagdo a urina 1 do mesmo grupo.



119

Tabela 53: Fluxo Plasmatico Renal Cortical (FPRc; mL/min/100g) dos primeiros 30
minutos (30), de 30-60 minutos (60) e de 60-90 minutos (90), nos grupos controle (n
= 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fracao
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg).

(mL/Ewﬁ)r?/iOOg) Controle VTs 120ug/Kg PNVTs 0,4ug/Kg
30 4,98 + 0,61 4,80 + 1,00 577 + 0,47
60 493 + 0,58 5,30 £ 2,00 5562 + 0,56
90 4,72 £ 0,72 1,70 £ 0,70 584 + 042

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05
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BB CONTROLE Bl VTs 120pg/Kg [ PNVTs 0,4 pg/Kg

Figura 73: Fluxo Plasmatico Renal Cortical (FPRc; mL/min/100g) dos primeiros 30
minutos (30), de 30-60 minutos (60) e de 60-90 minutos (90), nos grupos controle (n
= 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 120ug/Kg) e Fragao
Natriurética isolada do veneno de T. serrulatus (PNVTs 0,4ug/Kg). *p<0,05 em
relacéo ao controle no mesmo periodo (90).



DISCUSSAO

Se o seu problema tem solugdo, entdo ndo hd com o que se preocupar. E se 0 seu
problema ndo tem solugdo, toda preocupagdo serd em vdo.

Provérbio tibetano
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6 DISCUSSAO

A ocorréncia de acidentes escorpidnicos tem se elevado nos ultimos anos,
principalmente pela rapida proliferagdo destes animais e a auséncia de predadores
(LOURENCO, 2008). No Brasil foram reportados mais de 30 mil casos de acidentes
escorpidnicos em um intervalo de cinco anos, resultando em mais de cem mortes
(CRUTTENDEN et al., 2008 in press).

No nordeste, foram registrados mais de 21.022 acidentes em 2003 e taxa de
incidéncia de 12 casos por 100 mil habitantes. Mesmo com baixa letalidade (0,2%)
apresentado pelo veneno, criancas abaixo de 14 anos tém cerca de 3% a mais de
risco de evoluir para 6bito. Em 2003, foram registrados 48 6bitos, a quase totalidade
em menores de 14 anos (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2005).

No Ceara, os dados atuais da secretaria de saude relatam 663 acidentes
escorpidnicos (648 na capital e 15 no interior) somente em 2005. Em 2006 este

numero chegou a 570 (450 na capital e 120 interior).

Diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de descrever os efeitos
cardiovasculares (CUPO e HERING, 2002; ZEGHAL et al., 2000), renais (ALVES et
al., 2005), neuromusculares (D’'SUZE et al., 1995), respiratérios (DE MATOS et al.,
2001), pancreaticos (BECERRIL et al., 1997), gastrointestinais (CUNHA-MELO et al.,
1991), sobre o sistema nervoso central (MESQUITA et al., 2003; NENCIONE et al.,
2003), acdes em canal deferente (CONCEICAO et al., 2005) e no periodo pos-natal

(BARAO et al., 2008) induzidos pelos venenos escorpidnicos e suas toxinas.

Vitimas de acidente escorpidnico apresentam uma variedade de sintomas que
envolvem o sistema nervoso central e suas divisdes: simpatica (taquicardia,
hipertensdo, sudorese e midriase) e parassimpatica (bradicardia, hipotensao,
aumento de secregdes e miose), além de estimulos centrais com sintomas como
irritabilidade, hipertermia, vémitos, tremores e convulsbes e alteragcbes renais
(ANDRADE FILHO et al., 2001; NUNAN et al., 2003; ALVARENGA et al., 2005;
ALVES et al., 2005).
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O veneno bruto de T. serrulatus promoveu elevagao transitoria na pressao de
perfusdo e resisténcia vascular renal, além de diminuir o fluxo renal. Isto
provavelmente ocorreu por agao vasoconstrictora direta, uma vez que o veneno €&

capaz de induzir vasoconstriccdo em leito vascular isolado (ALVES et al., 2005).

Este aumento pressoérico pode estar relacionado a ativagdo renal de a1l-
adrenoreceptores, secundaria a ativagao de canais de sddio, reduzindo a velocidade
ou bloqueando mecanismos de inativacdo (CATTERALL, 1986; COURAUD et al.,
1982). O aumento da atividade adrenérgica foi observado em musculo anococcigeno

de ratos por Teixeira et al. (2003).

A pressao arterial renal pode variar de 80 a 200mmHg mantendo o fluxo
sanguineo renal constante. Somente com uma pressao abaixo de 80mmHg, o FSR
diminui. Quando a presséo arterial renal aumenta, tanto o fluxo sanguineo renal
como o ritmo de filtragdo glomerular aumentam, provavelmente por ativacdo de
receptores adrenérgicos (EATON e POOLER, 2008).

O rim tem uma densa inervagao adrenérgica e as catecolaminas liberadas
regulam a hemodinamica renal predominantemente com vasoconstriccdo mediada
por receptores a1, geralmente mediada via proteina G (Gq). A ativagdo destes
receptores aumenta a resisténcia vascular, afeta a redistribuicdo do fluxo sanguineo
cortical para regides mais medulares e elevam a sintese de renina (AWE e
ADEAGBO, 2007).

Tanto arteriolas aferentes quanto eferentes possuem inervacgao simpatica que
provoca vasoconstricgdo pela ativacdo de receptores a1-adrenérgicos, entretanto,
existem maior densidade de receptores nas arteriolas aferentes (STRASSER et al.,
1992).

Schwinn et al. (2004) encontraram aumento da expressdao de RNAm para o
subtipo a1lb no rim e que antagonistas de receptores a-adrenérgicos auxiliam no
relaxamento e vasodilatagdo do musculo liso, podendo levar a altera¢gdes na fungao

erétil. Experimentalmente, esses resultados ocorrem via receptor a1d.
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Entretanto, outros autores também sugerem a participagéo de receptores ala
e ald (AWE e ADEAGBO, 2007), contribuindo para a resposta constritora em rins
perfundidos. Ou seja, os trés subtipos estariam implicados na vasoconstricgdo renal.

Consideramos que o veneno pode agir estimulando neurénios adrenérgicos e,
consequentemente, produzir a vasoconstriccdo. Entretanto, o tempo do efeito
vasopressor de VTs no leito vascular renal é extremamente efémero (comego agudo
e 5-10 min de duragdo). Isto pode representar inativagao de canal ibnico (i.e., canal
de Na’ neuronal voltagem-dependente) ou o fendmeno de escape vascular
adrenérgico (FOLKOW et al.,, 1964), em que o proprio tecido contraido libera

substancias vasoativas causando relaxamento.

Seguindo este raciocinio, utilizamos o bloqueio de receptores a-adrenérgicos
30 minutos antes da adicdo do veneno. Os efeitos gerados pelo veneno foram
investigados na presenga de prazosin, um inibidor para os trés subtipos de
receptores a1-adrenérgicos (SCHWINN et al., 2004), utilizado inicialmente em uma
concentragdo acima da utilizada com o veneno, para garantir total ocupagdo dos

receptores renais.

Os resultados permitiram observar uma reversdao completa dos efeitos
vasculares induzidos pelo veneno sobre a pressdo de perfusdo e resisténcia
vascular renal, quando os rins eram pré-tratados com o prazosin. O bloqueio
também se mostrou efetivo em relagéo ao ritmo de filtracdo glomerular e transporte
tubular de sédio. Entretanto, esta concentragao do antagonista sé reverteu os efeitos
do veneno sobre o fluxo urinario (FU) aos 60 e 120 minutos, além de modificar, per

si, o transporte de potassio e cloreto.

O ritmo de filtragdo glomerular foi determinado pelo clearance de inulina, um
marcador glomerular que € livremente filtrado através dos capilares glomerulares,
nao reabsorvido ou secretado pelo tubulo renal e que nao altera o ritmo de filtragao
glomerular (WINSTEN e DALAL, 1972).

O aumento do RFG resulta em maior aporte de soluto e adgua para a regiao
da macula densa e aparelho justaglomerular. Este responde a liberagdo aumentada
secretando uma substancia vasoativa que causa constricdo nas arteriolas aferentes

e, depois, reduz o fluxo sanguineo renal e o ritmo de filtragdo glomerular aos niveis
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normais, fendmeno conhecido como feedback tubulo-glomerular (EATON e
POOLER, 2008).

Entretanto, esse efeito de feedback ndo foi observado em nossos
experimentos, pois 0 veneno leva a uma diminui¢cdo significativa do RFG e FU no
modelo de rim isolado. Isto se correlaciona com os achado clinicos de
envenenamentos severos onde ha diminuicdo da fungdo renal com elevagédo de

uréia e creatinina séricas (NUNAN et al., 2003).

Em relagdo a excrecdo de eletrdlitos podemos observar que o veneno age de
forma irregular, mas com potente natriurese e diurese pressoérica, além de diminuir a
excrecao de potassio ao final do experimento. Estes efeitos foram completamente

revertidos pelo prazosin.

Na tentativa de diminuir os efeitos observados com o prazosin sozinho,
reduziu-se a concentracdo desta substancia, utilizando concentracbes semelhantes
de prazosin e veneno bruto. Da mesma forma, ainda pudemos observar uma boa
correlacao dos efeitos, com bloqueio efetivo de PP e RVR, RFG e excrecédo de sodio
e potassio. Entretanto, os efeitos sobre o FU foram ainda mais significativos, com

aumento significativo da diurese.

A peconha escorpidnica € uma mistura complexa composta de muco
insoluvel, mucopolissacarideos, oligopeptideos, nucleotideos, moléculas de baixo
peso molecular como serotonina ou histamina, inibidores de proteases, liberadores
de histamina, aminoacidos, enzimas (hialuronidase), lipides e diversas proteinas
basicas de baixo peso molecular (neurotoxinas), que conferem as ag¢des do veneno
(POSSANI et al., 1984; VASCONCELOS et al., 2005).

Existem diversas evidéncias que as espécies do género Tityus tém muitos
componentes, sequéncias e fungbes similares. Por exemplo, a butantoxina, uma
toxina com acdo em canais de potassio, que esta presente nos venenos de T.
serrulatus, T. bahiensis, T. stigmurus e T. trivittatus (BATISTA et al., 2007).

Ja Becerril et al. (1996) mostrou que T. bahiensis e T. stigmurus produzem

um homodlogo funcional e antigenicamente semelhante ao Tityus serrulatus
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(BORGES et al., 2008). Isto justifica a presenca de reatividade cruzada entre as

especies.

Entretanto, existe um grande polimorfismo antigénico entre o veneno de
diferentes espécies, um anticorpo produzido contra uma toxina geralmente falha em
reconhecer outra proteina no mesmo veneno ou em outro de outra espécie
(ALVARENGA et al.,, 2005). As maiores toxinas presentes no veneno de T.
serrulatus sao TsTx-1 também chamada Ts1 ou toxina y (uma B-toxina,
representando aproximadamente 16% do veneno) e TsTx-V, uma importante a-
toxina bastante toxica, mas que representa apenas 2% do veneno total
(ALVARENGA et al., 2005; DIEGO-GARCIA et al., 2005; VASCONCELOS et al.,
2005). A DL50 para essas fracoes foi de 76 £+ 9 ug/kg e 94 = 7 pg/kg i.v.,
respectivamente (VASCONCELOS et al., 2005).

Variagdes intra-especificas em populagdes isoladas por barreiras geograficas
podem apresentar implicagdes médicas importantes (BORGES e ROJAS-RUNJAC,
2007). No veneno de Tityus serrulatus ha um sinergismo de agédo entre as a e
toxinas, bem como toxinas que agem em canais de potassio (butantoxina; TsTXka e
Tsk) que, em conjunto, levariam a letalidade do acidente escorpionico (DIEGO-
GARCIA et al., 2005).

O veneno bruto de T. serrulatus, e as toxinas purificadas deste, evocam uma
complexidade de efeitos sobre canais de sédio, culminando em macicga liberagao de
neurotransmissores diretamente relacionados a instabilidade clinica observada em
envenenamentos severos (DIEGO-GARCIA et al., 2005).

Estudando as duas principais fragdes constituintes do veneno foi possivel
verificar que o efeito renal do veneno se deve a soma das duas fragdes, pois
enquanto a fragao y (Tsg) seria a principal responsavel pelos efeitos vasculares de
pressdo de perfusdo e resisténcia vascular, a TsTx-V estaria mais relacionada ao
fluxo urinario e diminuicdo do transporte de eletrélitos. As toxinas presentes no
veneno, ao ativarem canais de sodio, liberam quantidades macigcas de
catecolaminas responsaveis pelos efeitos. Em nossos experimentos, a toxina vy

mostrou-se mais eficaz em alterar os parametros funcionais renais que TsTx-V.
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Esses resultados também podem ser resultado de interagdes das toxinas
isoladas com o sistema adrenérgico, entretanto, o bloqueio dos efeitos com a

antagonista a-adrenérgico néao foi realizado.

Em relagcdo aos resultados das alteragdes histopatologicas foi possivel
identificar apenas depdsito de material protéico nos rins perfundidos com VTs e suas
fracdes, sem alteragdes morfoldgicas significativas. Isto demonstra que a agao renal
de forma aguda estaria levando as alteragdes hemodinamicas, responsaveis pelos

efeitos, contudo sem alteragdes estruturais.

Semelhantes aos nossos resultados, a analise histopatolégica em ratas
prenhes (10 dias) expostas a altas doses de VTs ndo mostrou alteragcbes renais
importantes. As amostras de rim apresentaram normalidade em relagdo aos

glomérulos, vasos, tubulos e intersticio (CRUTTENDEN et al., 2008 in press).

Embora o antagonista adrenérgico tenha sido habil no bloqueio dos efeitos
pressoéricos do veneno, nao foi capaz de inibir a formagao destes depdsitos. Isto
pode ter ocorrido, pois a infusdo somente de prazosin em baixa concentragao induz
discreta deposi¢cdo de material protéico, que pode ter contribuido de forma sinérgica
a agao do veneno. Os rins perfundidos com altas concentragbes do antagonista
também apresentaram material protéico mesmo sem agéo do prazosin sozinho. Isto
pode ter sido causado por “peptideos formadores de poros” presentes no veneno
que desestabilizariam a membrana basal glomerular e contribuiriam para o
extravasamento protéico (VERDONCK et al., 2000; DAI et al., 2002).

Entretanto, Pessini e colaboradores (2003) demonstraram que o veneno de
Tityus serrulatus e a TsTX, mostraram congestdo hepatica com hemdlise e
degeneracgao hidropica, edema pulmonar, hipertrofia de fibras com degeneracdo em
areas do coracdo, além de congestao e hemorragia renal, efeitos ndo observados
em nosso modelo mesmo em concentragdes elevadas do veneno (ALVES et al.,,
2005).

Por outro lado, a fragdo natriurética isolada de VTs mostrou-se capaz de
induzir aumento tanto dos efeitos vasculares (PP, RVR, RFG), quanto de

excrecao/reabsorg¢ao (FU e diminuicdo do transporte de sédio, potassio e cloreto) de
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forma concentragao e tempo dependente, causando alteragcbes mais pronunciadas

aos 120 minutos.

Os peptideos natriuréticos isolados de veneno teriam a estrutura e as acdes
semelhantes a dos peptideos natriuréticos endoégenos e seus efeitos bioldgicos
seriam mediados por ligacbes dos peptideos com receptores de membrana
especificos (ESPINER et al., 1995). Ja foram isolados receptores especificos dos
peptideos natriuréticos em varios tecidos, incluindo o coragao, arvore vascular, rins,

adrenais, pulmbes e areas especificas do sistema nervoso central (ESPINER, 1994).

As alteragdes observadas com o peptideo isolado do veneno de T. Serrulatus
podem,entdo, estar relacionadas aos receptores natriuréticos presentes no rim ou de

outros sistemas envolvidos, como o sistema purinérgico.

A ativagdo renal do receptor Ai-R na arteriola aferente resulta em
vasoconstriccdo que reduz a taxa de filtragcdo glomerular e fluxo sanguineo renal,
além de mediar o feedback tubuloglomerular (MODLINGER & WELCH, 2003). A
infusdo de antagonistas A¢-R n&o seletivos na vasculatura renal causa diurese e
natriurese, o que demonstra a importancia destes receptores na reabsor¢ao de agua
e sodio (WELCH, 2002).

Pode-se, entado, sugerir a inativagao de receptores de adenosina (A1) em rins
tratados com a fracdo natriurética isolada do veneno. A inativagao desses receptores
leva a uma acgao natriurética por diminuigdo da reabsorgao de sodio proximal (BAK e
THOMSEN, 2004). Entretanto, seriam necessarios testes com agonistas desses
receptores para garantir a participacao dessa via na agao observada em nossos

experimentos.

Fazem parte da familia de peptideos endoégenos, o peptideo atrial (PNA),
cerebral (PNB) e a urodilatina, um peptideo natriurético secretado pelo rim e que
atua na regulacao renal de sédio e agua. De modo semelhante ao PNA, a urodilatina
induz vasodilatagdo aferente e vasoconstricgdo eferente, elevando o ritmo de
filtracdo glomerular. Os receptores para os peptideos renais podem sofrer up-
regulation ou down-regulation e com isso modular os efeitos desses peptideos
(LUSS et al., 2008).
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Este peptideo renal age sobre receptores na superficie das células tubulares
e inibe a reabsorcao tubular distal de sédio. Este efeito ocorre via GMPc liberado
(LEE e BURNETT JR., 2007) e eleva a diurese. Doses de até 20 ng/kg/min de
urodilatina sintética foram capazes de diminuir significativamente o transporte, mas

com pouca alteracao sobre a pressado sanguinea (CARSTENS et al., 2007).

Em nossos resultamos observamos claramente o aumento da concentragao
de GMPc nas urinas de rins perfundidos com o peptideo natriurético isolado, o que
pode ter contribuido para a acédo natriurética do peptideo. Esse efeito variou com o

tempo e com a concentragao do peptideo utilizada.

Nos rins, uma infusdo de PNA (peptideo natriurético atrial) induz a natriurese
e diurese, acompanhada de aumentos de fosfato, calcio, magnésio, cloreto, e
excrecao de GMPc (BRENNER et al., 1990).

Estudos in vitro sugerem que os niveis extracelulares de GMPc controlam o
transporte de Na® nas células tubulares inibindo a reabsorcdo renal de sddio via
acao direta no tubulo renal. Entretanto, esse efeito in vivo ainda nao esta
completamente esclarecido. Alguns estudos sugerem a ligagdo do GMPc na
membrana basolateral renal e, com isso, medeia o transporte de soédio pela
membrana (AHMED et al., 2007).

O GMPc é um nucleotideo ciclico que atua em uma grande variedade de
processo fisioldgicos. Sua agao sobre a reabsorgdo de sddio ocorre via proteina
quinase G (PKG), independentemente de alteragdes na hemodindmica renal. O
GMPc, entao, atuaria no tubulo proximal diminuindo a reabsorg¢ao de sodio por inibir
a bomba Na-K-ATPase e o transporte Na-H, levando a natriurese in vivo (JIN et al.,
2004).

Sasaki et al. (2004) relatam que o GMPc é produzido por agao do NO sobre a
guanilato ciclase soluvel. A enzima 6xido nitrico sintase (NOS) esta localizada nas
células da macula densa e arteriolas glomerulares e € induzida apds estimulo
especifico. A hipdoxia mostra-se habil na sintese de NO em células tubulares

proximais de rato.
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Essa producdo de NO levaria a natriurese pressérica, um termo usado para
descrever a relacgao fisioldgica entre 0 aumento da pressao arterial e a excrecéao de
soédio. Os mediadores envolvidos ainda sdo desconhecidos, no entanto, diversos
estudos sugerem que a geragao de oOxido nitrico (NO) pode ser um importante
componente desse efeito (AHMED et al., 2007).

A formacdo de GMPc também resulta em diminuicdo dos niveis de calcio
intracelular e, consequentemente, ao relaxamento do musculo liso vascular. Quando
iSso ocorre no corpo cavernoso leva a erecdo peniana (TEIXEIRA et al., 2004).
Diversos estudos epidemioldgicos tém reportado a ocorréncia de priapismo como

um dos sintomas do envenenamento escorpidnico (BAWASKAR, 1982).

Em relacdo a outras acdes do veneno, pbde-se observar que o efeito
vasoconstrictor direto induzido por VTs também ocorre no leito vascular mesentérico.
Alternativamente, este efeito poderia ser secundario ao bloqueio de canais de
potassio que conduzem a despolarizacdo do musculo liso vascular e contragéo. Por
exemplo, varios "peptideos curtos" (30-40 residuos de aminoacidos) presentes no
veneno apresentam especificidade para diferentes tipos de canais de potassio e

poderiam estar implicados na agao vasoconstrictora (TYTGAT et al., 1999).

O musculo liso nas paredes das arteriolas € tonicamente ativo (sempre
contraido) e extremamente inervado por fibras nervosas adrenérgicas simpaticas. Os
receptores a-adrenérgicos sao encontrados nas arteriolas de varios leitos vasculares
(pele e vasculatura esplancnica) e, quando ativados, esses receptores causam
contracdo ou constriccdo do musculo liso vascular. Isto produz uma diminui¢ado no
didametro da arteriola aumentando sua resisténcia ao fluxo de sangue (COSTANZO,
2004).

As fracdes do veneno novamente mostraram-se dicotdmicas em relacdo ao
efeito em leito vascular, com a toxina y sendo a unica com agado nesse sistema.
Neste efeito, entretanto, ndo houve dano celular, pois o leito continuou responsivo a
fenilefrina e, quando associamos o a-bloqueador e o veneno, ndo houve sinergismo

da acéo.

Nossos resultados em leito vascular mesentérico mostram que a contragao

maxima, com a infusdo de toxina y chegou a aproximadamente 40% da contragao
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induzida por fenilefrina nesse 6rgao, enquanto a TsTx-V nao apresentou efeito
pressorico neste modelo. Novamente esses achados corroboram com nossos
experimentos, uma vez que, na perfusao de rim isolado, somente a toxina y eleva a
pressdo (mesmo de forma transitéria), efeito anteriormente observado com o veneno
total por Alves et al. (2005).

Pessini et al. (2006) também observaram vasoconstriccdo de leito vascular
local em ratos tratados com 150 pg/kg, i.p., de veneno entre 0,5 e 1,5 hora apés a
administragdo. Uma vez que a regulagdo do fluxo sanguineo € controlada pelo
sistema simpatico, o veneno estimulou a vasoconstricgdo dos vasos cutaneos da

cauda, diminuiu a dissipagao de calor e gerou hipertermia.

Os efeitos de diversos venenos escorpibnicos sobre a transmissao
noradrenérgica/nitrérgica no musculo anococcigeno isolado de rato revelou que
venenos medeiam seus efeitos farmacolégicos pré-sinapticos através de um
mecanismo que envolve a ativagao de canais de sédio voltagem-dependentes, com
consequente liberacdo de neurotransmissores, responsaveis pelas respostas dos
orgaos-alvo (MATTHEW et al., 2002).

O musculo anococcigeno € uma excelente preparagdo mioneural para
investigar os efeitos de agentes bioativos sobre o sistema nitrérgico noradrenérgico,
bem como determinar as agdes diretas pos-sinapticas desses agentes e também a
participagdo de receptores a-adrenérgicos colinérgicos muscarinicos (M3). Apesar
de muitos estudos que tém documentado efeitos do veneno e toxinas de escorpido
por seus efeitos pré-sinapticos, um mecanismo que leva a marcada libertagao de
varios neurotransmissores autonémicos, excecbes a este fendbmeno podem ser
aceitas (MATTHEW et al., 2002).

A agdo do veneno de Tityus serrulatus também foi investigada, neste
trabalho, quanto a ativacdo do sistema autonémico, utilizando canal deferente de
camundongos. Os resultados revelaram contragao significativa do tecido (em curva
cumulativa) quando adicionadas concentragdes micromolares do veneno. O efeito

do veneno foi bloqueado com a adi¢g&o de tetrodotoxina (TTX).

A tetrodotoxina é um potente bloqueador que exclui a entrada de sédio pelos

canais e é amplamente estudada como uma ferramenta para apoiar a origem
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neurogénica em resposta a um estimulo elétrico ou pela presenga de veneno

escorpidnico ou suas fragdes (TEIXEIRA et al., 2004).

Os canais deferentes apresentam rica inervagcdo simpatica e adenosina
trifosfato (ATP) como principal mecanismo neuro-efetor na co-transmissdo de
noradrenalina. O estimulo do tecido resulta em respostas mediadas pela ativacéo de
receptores purinérgicos pelo ATP e ativagdo de receptores a-adrenérgicos pela
noradrenalina. A resposta neurogénica é bifasica e consiste na ativagéo rapida e na
manutengdo da contragdo. A primeira fase é mediada principalmente pelo ATP
enquanto a segunda fase é mediada principalmente pela noradrenalina. O pré-
tratamento deste 6rgédo com 6-hidroxidopamina, um agente especifico na inativagao
de nervos adrenérgicos, leva a auséncia das duas fases da contragdo neurogénica
(FEDAN e BESSE, 1980).

Em diferentes tecidos inervados pelo sistema nervoso autbnomo como leito
vascular e canal deferente, existem evidéncias da coexisténcia de noradrenalina e
ATP no mesmo terminal, mas ainda n&o é claro se estdo estocados na mesma
vesicula. Alguns trabalhos sugerem que estes neurotransmissores sdo armazenados
em vesiculas diferentes e liberados por mecanismos distintos (CONCEICAO et al.,
2005; NASCIMENTO JR et al., 2005).

Evidéncias da liberagdo diferenciada podem ser sugeridas através da
utiizacdo de drogas que modulam a neuro-transmissdo. Drogas como a
angiotensina Il, agonistas ou antagonistas de receptores adrenérgicos e baixas dose
de tetrodotoxina afetam a liberagdo de noradrenalina de forma bem mais evidente
que a liberagdo de ATP nos canais deferentes e alguns outros musculos lisos
vasculares. Por outro lado, prostaglandina E2 e atrotoxina sdo drogas que liberam
modulam preferencialmente a liberagdo do ATP. O estimulo elétrico também
influencia na liberacdo, pois a resposta a estimulos de baixa freqluéncia é
primariamente mediada pelo ATP e, em alta frequéncia, também pela participacao
adrenérgica (CONCEICAO et al., 2005). A possibilidade de que agonistas
simpatomiméticos presentes no veneno interajam com outros sitios também néo
pode ser excluida (BURT et al., 1988).
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Os receptores ala sado os responsaveis pela contracdo dos canais deferentes
de rato, entretanto o subtipo dos vasos prostaticos ainda nao foi completamente
caracterizado. Estes receptores estdo acoplados aos receptores da proteina G que
levam a ativagao de fosfolipase C (PLC), que leva a produgéao de trifosfatidil inositol
(IP3) e diacilglicerol (DAG). IP3 mobiliza os estoques intracelulares de calcio

enquanto o DAG estimula a proteina quinase C (PKC).

A contragdo de canal deferente utilizando toxina y (150nM) chegou 84,4 +
10,4% da contragdo maxima induzida por BaCl, (CONCEICAO et al., 2005).
Entretanto, a contracdo maxima foi observada em 1-2 minutos apés a administracao
da toxina, decaido rapidamente logo em seguida (CONCEICAO et al., 2005). Em
nossos experimentos esta contragdo chegou a aproximadamente 260 + 87% com a

utilizagado de 3ug do veneno bruto de T. serrulatus.

A participagdo purinérgica nos efeitos do veneno de T. serrulatus foi
comprovada com a diminuicdo do efeito quando o canal deferente foi pré-tratado
com suramim (bloqueador de receptores purinérgicos) (CONCEICAOQ et al., 2005).
Nestes experimentos, ao contrario de Vasconcelos et al. (2005) ndo foram vistos
aumentos significativos na liberagdo de noradrenalina, sugerindo a liberagao seletiva

de purinas por essa toxina.

A contragao encontrada em canal deferente de camundongo com a utilizagao
de altas concentragdes do veneno de Tityus serrulatus pode ter sido devida a
ativagdo de receptores a1-adrenérgicos (subtipo ala), principais mediadores neste
orgao. Estes receptores estdo acoplados a proteina Gq e atuam por ativacéo de

fosfolipase C.

Clemente et al. (2002) também evidenciaram a acdo do veneno sobre o
sistema nervoso autbnomo por sua agao sobre glandulas salivares, levando ao
aumento da salivagdo e secregdo enzimatica (amilase salivar). Esses efeitos foram
antagonizados por atropina, propranolol e prazosin, demonstrando realmente a

participacado adrenérgica e sugerindo a co-transmissao noradrenalina/ATP.

Os efeitos de TsTx-I também foram estudados em tecidos inervados pelo
sistema nervoso autbnomo e atribuidos a liberacdo de neurotransmissores de sitios

pré-sinapticos (CONCEICAO et al., 2005). Outra toxina presente no veneno (uma a-
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toxina conhecida como Ts3) também teve sua agdo comprovada nesse sistema pelo
bloqueio dos efeitos quando utilizado um inibidor da guanilato ciclase soluvel — ODQ
(TEIXEIRA et al., 2003).

Todos os escorpides sao conhecidos por seus efeitos hipertensivos em
animais experimentais e criangas, a excecao daqueles com altas concentragdes de
histamina e baixa letalidade. Esses efeitos hipertensivos sao considerados o fator
responsavel pelo desenvolvimento de faléncia cardiaca e edema pulmonar induzidos
pelo veneno (VASCONCELOS et al., 2005).

As toxinas presentes no veneno sao capazes de alterar a pressao arterial
média (PAM) e liberagcdo de catecolaminas em ratos. Os ensaios realizados por
Vasconcelos e colaboradores (2005), utilizando 100 ug/kg de VTs dissolvidos em
0,5mL de salina 0,9% e administrado através da artéria jugular apés 15 minutos de
estabilizagao e realizando monitoramento da press&o por 90 minutos, demonstraram
importante elevacao da pressao arterial causado pela infusdo do veneno e também
de suas fragbes (30 ug/kg de cada fragdo). O aumento da presséo arterial foi mais
pronunciado com o veneno total (cerca de 12 vezes mais que o basal) e Toxina y
(elevagdo de 6 vezes), enquanto a TsTx-V apresentou aumento de
aproximadamente 3 vezes aos 30 minutos, mas evoluiu para queda da pressao

arterial ao final dos 90 minutos.

Esses achados corroboram com nossos resultados na pressao de perfusao

de rim isolado, onde a fragdo gama (toxina y) foi a mais efetiva.

Baseados nesses achados nos propomos a investigar as alteragdes induzidas
pela infusdo do veneno bruto e o peptideo natriurético isolado (VTs e PNVTs,
respectivamente) nos animais in vivo, observando as variagdes causadas pela
infusdo sobre a pressao arterial média (PAM), freqiéncia cardiaca e funcgao renal,

com avaliagdo do clearance de inulina e p-aminohipurato (PAH).

O veneno bruto de T.serrulatus causou elevagcédo significativa na PAM,
diminuicao do hematécrito (efeito ndo esperado) e hipofungao renal, com diminuigéo
do clearance de inulina e do fluxo plasmatico renal cortical, estimado pelo clearance
de PAH.
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O peptideo de 3KDa isolado do veneno escorpibnico apresenta
caracteristicas semelhantes aos peptideos natriuréticos isolados de outros venenos,
embora seu sequenciamento ainda ndo tenha sido completamente estabelecido. As
acdes deste peptideo em concentracbes nanomolares no rim revelam potente
natriurese, mas ainda com efeitos pressoéricos positivos significativos. Isto pode estar
relacionado a alguma diferenca estrutural neste peptideo, que mesmo induzindo
diurese/natriurese ainda exerce seus efeitos em células endoteliais, levando ao

aumento da pressao.

Este efeito pressoérico pode ser semelhante ao dos peptideos enddgenos. As
acdbes do PNA e do PNB na pressdo sanguinea sao muitas vezes mal
compreendidas. Apesar de ser conhecidos como horménios vasodilatadores, essa
acao nao é predominante em animais normais in vivo. Apenas em altas doses de

infusdo dos peptideos ou em casos de faléncia cardiaca (WOODS, 2004).

Em humanos normotensos e animais experimentais, uma dose alta e unica de
PNA causa pequena e sustentada queda na pressao arterial média e pequeno
aumento da taxa cardiaca (RICHARDS et al., 1985). Esse efeito € provavelmente
devido a acao direta no tdnus vascular (vasorrelaxamento), também observado

durante infusdes intra-arteriais locais diretas do hormonio (BOLLI, 1987).

Nossos achados demonstram, entretanto, que a infusdo continua de peptideo
isolado do veneno de Tityus serrulatus eleva a pressao arterial média e diminui o
hematdcrito, seguindo os efeitos do veneno bruto, mas de maneira menos intensa.
Talvez isso tenha ocorrido pela intensa diurese gerada pelo peptideo, diminuindo a

volemia e contribuindo para um aumento reduzido da PAM.

O efeito na diurese induzido pelo PNVTs parece ser semelhante ao do
peptideo enddégeno que causa aumento da pressao hidrostatica glomerular devido a
dilatagdo das arteriolas aferentes e vasoconstriccdo das eferentes, causando
aumento do ritmo de filtragdo glomerular e fluxo urinario (CARSTENS et al., 1998;
LEE e BURNETT JR., 2007).

As alteragdes induzidas pelo veneno bruto e fragdo natriurética do veneno in

vivo podem reforgar os achados experimentais com rim isolado, pois houve elevagao
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da pressdo em ambos os casos, embora bem mais significativo com a infusdo do

veneno bruto.

O veneno e suas toxinas induziram marcado aumento sobre a pressao arterial
média de ratos, que pode ter sido acompanhada de uma intensa liberacdo de
catecolaminas, semelhante ao que acontece no envenenamento por Leiurus
quinquestriatus (GUERON e SOFER, 1990).

Entretanto, ja foram isolados do veneno, pequenos peptideos com agao
hipotensora (VERANO-BRAGA et al., 2008) e que vém sendo recentemente
estudados na busca por uma nova classe de drogas para o tratamento da

hipertensao arterial.

Esses peptideos tém entre 2600 e 2800 Da, sao dependentes de endotélio,
atenuados na presenga de L-NAME e nao alteram a pressao média em ratos
normotensos. Também n&o alteram a enzima conversora de angiotensina ou atuam
como antagonistas de angiotensina Il (VERANO-BRAGA et al., 2008).

As toxinas presentes no veneno, ao ativarem canais de soédio, liberam
quantidades macigas de catecolaminas, entretanto, a toxina y mostrou-se mais
eficaz na elevacdo da PAM que TsTx-V. Entdo, é possivel que a toxicidade de TsTx-
V nao seja devida a liberagdo de catecolaminas e que, possivelmente, acetilcolina
pode estar envolvida na toxicidade desta fracdo. A hipotensao final observada por
Vasconcelos et al. (2005), apesar dos elevados niveis de catecolaminas circulantes,
corrobora com este achado e sugere a participagdo de cininas e/ou prostaglandinas

neste efeito.

Outra explicacédo para a diferenga de acado das fragdes seria a diferenca
estrutural dos canais de sédio em diferentes inervagdes, como constatado em

musculo retrator peniano por Bomfim et al. (2005).

Apesar de sua alta toxicidade, TsTx-V mostrou menor efeito pressoérico sobre
PAM (VASCONCELOS et al., 2005), semelhante aos efeitos pressoricos verificados

no rim isolado.
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Outro fator importante em relagcdo a PAM é que esta sofre influéncia do
anestésico utilizado. Ratos tratados com toxina y (112 pg/kg i.v.) apresentaram um
pico hipertensivo seguido de hipotensdo quando anestesiados com uretano
(Sampaio et al., 1991) ou pentobarbital sédico (ANDRADE et al., 2004). Estes
resultados ndo foram reproduzidos por Vasconcelos et al. (2005), que utilizou
tribromoetanol, possivelmente pela infusdo de maiores concentracées do veneno e

pelo anestésico utilizado.

Outros anestésicos que podem interferir na determinacdo da PAM séo
barbituricos, uretano, halotano, ciclopropano, ketamina e hidroclorados, pois

interferem ou inibem o estimulo simpatico/adrenal (GROUZMANN et al., 2003).

Semelhante aos nossos resultados, experimentos anteriores também
verificaram uma intensa oscilagcdo da pressao apos administragcao de VTs, indicando
espasmos vasculares (VASCONCELOS et al., 2005), provavelmente por oscilagéo

do ténus simpatico eparassimpatico.

Outro achado interessante foi 0 aumento da frequiéncia cardiaca induzido pela
infusdo do peptideo natriurético. Segundo Janssen et al. (1989) a infusdo de doses
muito baixas de PNA apresentaram aumento de excrecao de sodio e elevacio da
freqUéncia cardiaca. Entretanto, os autores relatam a diminuicdo da pressao arterial,

que nao foi observada em nossos experimentos.

A disfuncdo renal e a faléncia cardiaca dependem de multiplos fatores
(FONAROW e HEYWOOD, 2006). Um desses fatores € a redugdo do fluxo
sanguineo renal, consequente a uma alteracdo da hemodinédmica (LUSS et al.,
2008). Esse efeito pode ser observado quando avaliamos a diminui¢do do fluxo
plasmatico renal cortical visto com a infusdo do veneno bruto. Este pode ser
implicado como uma das causas de faléncia renal observada em acidentes

escorpidnicos severos.

Nos animais infundidos com o veneno bruto o clearance de inulina foi
substancialmente diminuido no ultimo periodo de experimento, mostrando a
influencia do veneno na fisiologia renal. Esses achados se equivalem aqueles
obtidos no sistema de rim isolado em que ha uma elevagao transitoria do fluxo

urinario, mas que é diminuido significativamente ao final do experimento.
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Coelho et al. (2007) observaram 100% de letalidade quando administrado
VTS (22 upg/kg) aproximadamente 33 minutos apds a administragcdo. Em nossos
experimentos conseguimos infundir uma concentragao total de 120 ug/kg sem morte
dos animais durante os experimentos. No entanto, um dos animais apresentou
sérias dificuldades respiratdrias ao final do experimento. Isso talvez tenha ocorrido,
pois os pulmdes acumulam altos niveis de veneno e parecem ser especialmente
sensiveis a ele, levando ao envolvimento respiratorio de acidentes graves
(CRUTTENDEN et al., 2008 in press).

A administracao i.v. de VTs aumenta a permeabilidade vascular (COELHO et
al., 2007). O mesmo ocorre por efeitos dos peptideos enddgenos, causando o
extravasamento vascular com consequente elevagao do hematdcrito e concentragao
protéica no plasma (PIECHOTA et al., 2008).

No entanto, ao contrario de relatos da literatura, os ensaios hemodinamicos
demonstraram diminuicdo do hematécrito em ambos os grupos (VTs e PNVTs),
embora mais efetivo no grupo tratado com o veneno total. E possivel que isso ocorra

devido a uma agédo hemolitica do veneno, que néo foi estudada.

Outros escorpides ja demonstram a presenga de peptideos com atividade
hemolitica, antibacteriana e antifungica, provavelmente por acdo “formadora de
poros” (MOERMAN et al., 2002).

Embora a interagdo entre esses peptideos formadores de poros e as
membranas biologicas seja intensamente estudada, ela ndo foi completamente
compreendida. Diferentes modelos descrevem essa agdo como uma
desestabilizacdo de estruturas de membrana e interagcbes com a sinalizagao
intracelular, como ativagdo de proteina G, ja foram descritas em diferentes tipos
celulares (MOERMAN et al., 2002).

Os estudos de filtragdo glomerular com o clearance de PAH (para-amino
hipurato de sddio), um excelente marcador de fluxo sanguineo renal (AMARO et al.,
1997), tém sugerido evidencias de toxicidade tubular, apesar de que este efeito
poderia ser igualmente o resultado de um reajuste das taxas de reabsorgao e

secrecao. Isto poderia ter ocorrido em resposta a alteracédo da pressao de filtragao e



138

fluxo sanguineo renal causado pelo aumento da resisténcia vascular renal induzido

pelo veneno de Tityus serrulatus.

Além disso, nossos resultados demonstram aumento no clearance renal de
inulina, induzido pela frag&o. Isso poderia explicar o aumento menos significativo da
pressao arterial média, pois mesmo a fracdo apresentando atividade hipertensora, o
mecanismo de excreg¢ao de agua e eletrdlitos associado contrabalanga esse efeito,
levando a um aumento menos intenso da PAM nesses animais. Esses resultados
corroboram os achados da perfusdo de rim isolado, quando PNVTs eleva

significativamente o RFG aos 90 e 120 minutos.

Estas acdes sistémicas podem, também, estar associadas a liberacdo de
outros mediadores enddgenos, como mediadores inflamatorios. A liberacdo de
mediadores inflamatérios vasoativos por células mesangiais também pode contribuir
para os efeitos do veneno. Por exemplo, Barraviera et al. (1995), confirmaram que
em pacientes envenenados, podem haver liberacdo de prostaglandinas, citocinas
(IL-1a; IL-1B; IL-6), bradicinina, fracdes de complemento e fator ativador de
plaquetas (PAF) (COELHO et al., 2007; PETRICEVICH et al., 2007; BARAO et al.,
2008; CRUTTENDEN et al., 2008 in press).

Entretanto, devemos salientar que o veneno bruto de T. serrulatus, assim
como as toxinas purificadas deste, evocam uma complexidade de efeitos sobre
canais de sodio voltagem dependentes, culminando em macica liberagdo de
neurotransmissores diretamente relacionados a instabilidade clinica observada em
envenenamentos severos. Com isso, esses canais tornam-se importantes alvos para
a acao de toxinas animais como anémonas, moluscos, escorpides, aranhas e peixes
(OLIVEIRA et al., 2004).

Desta forma, os efeitos induzidos pelo veneno de Tityus serrulatus parecem
envolver a liberagdo macica de catecolaminas, que ocorreria em resposta a
modulacdo dos canais de sédio, com efeitos adrenérgicos intensos. Entretanto, o
estudo da participagao de outros sistemas como nitrérgico e purinérgico auxiliaria na
compreensao da complexidade dos efeitos observados no acidente escorpiénico

Severo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O veneno de Tityus serrulatus induziu alteragbes vasculares renais que foram

plenamente revertidas pelo bloqueador de receptores a-adrenérgicos, prazosin.

O bloqueio dos efeitos sobre o fluxo urinario e o ritmo de filtracdo glomerular
mostrou-se heterogéneo, podendo ser explicado pela inervagcdo adrenérgica

diferenciada em arteriolas aferentes e eferentes renais.

Os efeitos sobre o transporte tubular, transporte proximal e excrecdo de
eletrélitos induzidos pelo veneno mostraram reversao heterogénea quando

associado o antagonista adrenérgico.

O efeito do veneno total sobre o rim pode ser atribuido as duas principais fracbes
que o constituem, pois as fragdes toxina y e TsTx-V isoladas do veneno de Tityus
serrulatus foram capazes de induzir alteragbes renais, sendo a toxina y a
principal responsavel pelos efeitos vasculares e a TsTx-V associada as agbes de

secregao/reabsorcao.

A fragdo natriurética do veneno também ocasionou alteragdes significativas na
funcao renal, com elevagcao da resisténcia vascular, pressdo de perfusao, ritmo
de filtracdo, fluxo wurinario e, principalmente, transporte de eletrdlitos,
demonstrando-se um potente agente natriurético e caliurético, mesmo em

concentracdes micromolares.

Os resultados histopatolégicos renais demonstraram depésito de material
protéico nos espacgos urinarios e tubulos renais pelas fragcbes do veneno de T.
serrulatus e estes depdsitos ndo foram revertidos quando os 6rgaos foram pré-

tratados com prazosin.

A Toxina y promoveu aumento significativo da presséo de perfusdo do leito
vascular mesentérico demonstrando uma ag¢ao vasoconstrictora. Entretanto, este
mesmo efeito ndo foi observado quando a perfusao foi realizada com a fragao
TsTx-V.



142

A acdo sobre o canal deferente de camundongo confirma a agdo do veneno
sobre o sistema nervoso autbnomo. Entretanto, esse efeito s6 ocorre com a

administracado de concentragdes mais altas do veneno.

Os efeitos sobre a pressao arterial demonstraram que tanto o veneno bruto
quanto o peptideo natriurético isolado elevam a pressdao arterial média,

provavelmente pela liberagdo macica de neurotransmissores.

O volume urinario foi significativamente elevado com a perfusdo da fragao

natriurética isolada de Tityus serrulatus in vivo.

Os experimentos in vivo revelaram ainda aumento da frequéncia cardiaca do

grupo infundido com o peptideo natriurético isolado.

O fluxo plasmatico renal cortical foi alterado com a infusdo do veneno total,
corroborando com a diminuicdo da funcdo renal presente nos acidentes

escorpidnicos.

O clearance renal foi significativa e inversamente alterado nos grupos
perfundidos com veneno bruto e peptideo natriurético isolado, pois o veneno
causou diminuicdo, enquanto o peptideo causou elevagédo significativa do
clearance de inulina. Isto demonstra a agao diferenciada do peptideo presente no
veneno e que nao é observado no efeito do veneno total, provavelmente, por

estar mascarado por outros componentes presentes.



CONCLUSOES

Contra fatos ndo hd argumentos.

Addgio Popular



144

8 CONCLUSOES

Em conclusao, pode-se observar que os efeitos induzidos pelo veneno de T.
serrulatus foram antagonizados pelo prazosin, confirmando as especulagbes de
acao direta em receptores a-adrenérgicos e que as agbdes da pegonha se dao por
um somatdrio das fragées constituintes, sendo a toxina y a principal responsavel

pelos efeitos vasculares e a TsTx-V associada as acdes de secrecao/reabsorcéao.

As alteragdes na perfusdo in vivo melhoram a compreensdo dos efeitos,
permitindo a verificacao de alteragdes sistémicas decorrentes, provavelmente, pela
acao direta dos peptideos presentes no veneno, bem como a liberacdo de fatores

enddégenos em resposta a essas alteragdes.

Por fim, os estudos do veneno e suas fracbes em diferentes sistemas
propiciam um maior conhecimento da fisiologia das alteragdes e pode levar a
descoberta de importantes ferramentas farmacologicas em componentes presentes

no veneno.
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Pedras no caminho? Guardo todas! Um dia vou construir um castelo.
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Tabela 1: Pressédo de Perfusdo (PP; mmHg) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pug/mL), Prazosin (10 pug/mL) e
Prazosin (10 ug/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10pg/mL  Prazosin + VTs
30 110,1 = 3,68 110,3 += 1,40 107,4 + 1,90 106,6 + 2,20
60 108,3 + 4,88 150,12 = 18,40* 112,3 = 2,00 118,121 + 4,00
90 108,7 = 5,08 96,4 + 6,40 1104 + 2,20 103,3 + 3,80
120 110,3 *+ 3,69 97,9 + 7,50 1113 + 2,20 109,9 + 590

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 2: Resisténcia Vascular Renal (RVR; mmHg/mL.gt.min) nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n=6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL),
Prazosin (10 ug/mL) e Prazosin (10 ug/mL) + VTs (3 ug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3pg/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 539 = 0,48 556 + 0,27 519 * 0,23 502 = 0,40
60 557 = 0,49 7,51 + 0,96* 541 + 0,20 551 + 0,43
90 532 = 0,57 4,90 * 0,39 530 * 0,17 4,79 + 0,36
120 548 = 0,53 4,98 + 0,45 533 * 0,14 504 + 0,36

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 3: Fluxo Urinario (FU; mL.g™.min™") nos grupos controle (n = 6) e tratados (n
= 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (10 pg/mL) e
Prazosin (10 ug/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10pg/mL  Prazosin + VTs
30 0,139 + 0,009 0,140 = 0,005 0,143 = 0,006 0,149 + 0,006
60 0,158 + 0,015 0,182 * 0,015* 0,142 + 0,006 0,140 * 0,010
90 0,164 + 0,024 0,121 + 0,010* 0,139 * 0,004* 0,123 + 0,009*
120 0,160 + 0,020 0,109 # 0,015* 0,122 + 0,006* 0,147 + 0,022

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Tabela 4: Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG; mL.g™-.min™) nos grupos controle (n
= 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (10
ug/mL) e Prazosin (10 ug/mL) + VTs (3 pug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10pug/mL  Prazosin + VTs
30 0,701 + 0,073 0,712 * 0,055 0,692 + 0,066 0,728 * 0,055
60 0,707 + 0,051 0,890 + 0,104* 0,467 + 0,033* 0,484 + 0,041*
90 0,653 + 0,051 0,539 + 0,047 0,449 * 0,037* 0,419 * 0,038*
120 0,697 + 0,084 0,457 * 0,050* 0,391 * 0,033* 0,458 * 0,072*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 5: Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin
(10 pg/mL) e Prazosin (10 pg/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 81,94 + 1,24 82,28 + 1,05 83,94 + 0,87 82,60 + 0,63
60 81,11 + 1,52 81,88 + 1,12 76,40 + 2,66 81,51 + 0,57
90 79,26 = 0,90 82,70 = 0,75* 77,50 = 2,26 80,75 = 0,69
120 79,76 = 0,56 81,56 + 0,87 76,52 £ 2,18 76,51 =+ 1,52

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 6: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Sddio (%pTNa‘) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3
ug/mL), Prazosin (10 pg/mL) e Prazosin (10 pg/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 77,69 + 1,68 79,33 + 1,28 77,87 + 1,36 80,67 + 1,15
60 75,59 + 0,90 79,65 + 1,57 71,79 + 3,96 74,09 + 0,61
90 77,33 = 1,33 79,80 + 1,23 70,17 = 2,71* 73,35 = 0,89*
120 78,18 £ 1,97 77,34 £ 1,15 69,73 £ 2,61* 69,78 + 1,31*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Tabela 7: Excrecdo de Sédio (ENa*; pEg.g™.min™) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pg/mL), Prazosin (10
ug/mL) e Prazosin (10 ug/mL) + VTs (3 pug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 14,84 + 2,51 15,61 + 1,16 13,19 + 2,51 12,50 + 1,16
60 14,24 + 1,72 21,03 + 3,14* 13,54 + 1,72 12,50 + 3,14
90 16,87 = 2,18 13,07 = 2,34 12,58 + 2,18 11,41 = 2,34
120 16,80 * 2,66 12,48 = 3,26 11,81 = 2,66 16,45 = 3,26

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 8: Percentual de Transporte Tubular de Potassio (% TK") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin
(10 pg/mL) e Prazosin (10 pg/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 69,13 + 4,14 71,36 = 2,29 72,99 + 3,75 66,03 + 4,12
60 69,04 + 5,68 76,34 = 3,74 56,06 + 3,87* 50,83 + 3,37*
90 71,84 + 4,21 74,80 = 4,68 55,36 + 4,30* 45,72 + 4,48*
120 69,94 + 6,86 74,04 + 3,38 54,88 + 4,06* 44,36 + 6,54*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 9: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Potassio (%pTK") nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3
ug/mL), Prazosin (10 pg/mL) e Prazosin (10 pug/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 53,98 + 4,05 54,42 + 2,76 56,92 + 4,15 50,10 + 4,54
60 52,68 + 4,86 60,11 + 4,28 41,44 + 4,76 33,40 + 3,52
90 50,66 + 4,57 57,90 + 5,33 38,03 + 4,72 28,31 + 4,76*
120 52,30 + 2,08 55,82 + 3,60 38,09 + 4,33 27,63 + 7,37*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Tabela 10: Excrecéo de Potassio (EK"; pnEg.g™.min™) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (10
ug/mL) e Prazosin (10 ug/mL) + VTs (3 pug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 0,90 + 0,067 0,86 + 0,09 1,08 = 0,067 1,05 = 0,09
60 0,98 + 0,056 0,84 + 0,12 1,15 + 0,056 1,10 + 0,12
90 0,90 + 0,050 0,58 + 0,14* 1,06 +* 0,050 0,96 + 0,14
120 0,84 + 0,061 0,55 # 0,14 0,91 * 0,061 0,87 + 0,14

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 11: Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (% TCI) nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin
(10 pg/mL) e Prazosin (10 pg/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 79,90 + 1,03 79,92 + 2,26 80,25 * 0,696 82,53 + 1,44
60 81,25 + 2,44 76,02 + 2,32 70,75 = 2,205* 75,64 + 1,22
90 77,32 = 2,22 76,99 + 2,00 71,66 = 1,374 74,55 = 1,48
120 78,53 + 2,33 76,96 + 2,45 70,59 £ 0,739* 69,13 + 1,52*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 12: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Cloreto (%pTCIl) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3
ug/mL), Prazosin (10 pg/mL) e Prazosin (10 pg/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 76,81 + 1,25 76,97 + 2,57 74,18 + 1,25 76,60 + 2,57
60 78,49 + 2,90 73,79 + 2,93 66,14 + 2,90* 68,22 + 2,93*
90 76,58 = 1,20 74,09 + 2,87 64,34 + 1,20 67,15 = 2,87*

120 76,36 £ 2,47 72,74 £ 2,71 63,81 £ 247* 62,40 + 2,71*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

+
+
+
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Tabela 13: Excrecdo de Cloreto (ECI; pEq.g™*.min™) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pg/mL), Prazosin (10
ug/mL) e Prazosin (10 ug/mL) + VTs (3 pug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 10ug/mL  Prazosin + VTs
30 14,65 £ 3,45 14,85 = 1,55 12,88 + 3,45 12,90 + 1,55
60 15,28 + 3,52 22,37 + 3,80 13,44 + 3,52 12,71 + 3,80
90 15,44 = 2,75 13,65 = 1,98 12,54 + 2,75 11,41 £ 1,98
120 15,42 £ 2,61 13,15 = 3,51 11,57 + 2,61 15,86 + 3,51

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 14: Pressao de Perfusdo (PP; mmHg) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin (3 pg/mL) e
Prazosin (3 pug/mL) + VTs (3 ug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3ug/mL  Prazosin + VTs
30 110,11 + 3,68 1119 + 1,61 106,7 £ 2,34 106,2 = 3,27
60 108,27 + 4,88  139,7 £ 11,5* 1105 * 4,65 1144 + 4,85
90 108,69 * 5,09 111,0 = 4,37 112,8 = 6,17 115,1 = 3,73
120 110,28 + 3,69 117,12 £ 5,07 110,9 + 7,45 1114 + 3,56

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 15: Resisténcia Vascular Renal (RVR; mmHg/mL.gt.min™) nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n=6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pg/mL),
Prazosin (3 pg/mL) e Prazosin (3 ng/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3ug/mL  Prazosin + VTs
30 539 + 0,48 560 + 0,17 6,09 + 0,58 538 = 0,32
60 557 + 0,49 7,16 = 0,51* 6,35 + 0,62 4,86 + 0,41
90 532 + 0,57 542 + 0,26 5,72 £ 0,76 4,80 = 0,24
120 548 + 0,53 571 + 0,26 520 + 0,82 4,66 + 0,26

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Tabela 16: Fluxo Urinario (FU; mL.g™*.min™) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n
= 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pg/mL), Prazosin (3 ug/mL) e Prazosin
(3 ng/mL) + VTs (3 ug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3ug/mL  Prazosin + VTs
30 0,139 + 0,009 0,14 = 0,006 0,13 + 0,003 0,13 + 0,01
60 0,158 + 0,015 0,19 + 0,010+ 0,20 * 0,010* 0,15 + 0,01
90 0,164 + 0,027 0,12 = 0,010* 0,22 * 0,010*# 0,17 = 0,01
120 0,160 + 0,020 0,11 + 0,010* 0,24 * 0,020*#% 0,15 = 0,01

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 17: Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG; mL.g™*.min™") nos grupos controle (n
= 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pg/mL), Prazosin (3
ug/mL) e Prazosin (3 pg/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3ug/mL  Prazosin + VTs
30 0,701 + 0,073 0,767 + 0,02 0,6208 = 0,05 0,652 + 0,06
60 0,707 + 0,051 0,890 + 0,01* 0,6724 + 0,07 0,6102 = 0,04
90 0,633 + 0,051 0,530 + 0,08 0,6166 = 0,05 0,6256 * 0,04
120 0,697 + 0,084 0,460 + 0,05 05804 + 0,03 0,5925 * 0,07

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 18: Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin
(3 ng/mL) e Prazosin (3 pg/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3pg/mL Prazosin 3ug/mL  Prazosin + VTs
30 81,94 = 1,24 82,28 + 1,05 77,90 = 2,55 83,17 = 1,37
60 81,11 + 1,52 81,88 + 1,12 76,46 = 3,77 78,16 + 2,00
90 79,26 + 0,90 82,70 = 0,75 72,78 £ 3,18 75,66 + 2,41*
120 79,76 = 0,56 81,56 + 0,87 69,23 + 3,40* 74,48 + 2,80*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Tabela 19: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Sodio (%pTNa®) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3
ug/mL), Prazosin (3 ug/mL) e Prazosin (3 ug/mL) + VTs (3 pug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3ug/mL  Prazosin + VTs
30 77,69 = 1,68 79,33 £ 1,28 78,04 £ 2890 76,72 = 1,498
60 75,59 = 0,90 79,65 + 1,57 76,60 £ 3,984 70,81 + 2,511
90 77,33 + 1,33 79,80 = 1,23 7292 £ 3,244 69,52 + 2,706*
120 78,18 + 1,97 77,34 £ 1,15 69,31 £ 3484 67,94 + 3,135*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 20: Excrecédo de Sédio (ENa*; pEg.g™*.min™) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ng/mL), Prazosin (3 ug/mL)
e Prazosin (3 ug/mL) + VTs (3 ug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3ug/mL Prazosin + VTs
30 14,84 + 2,51 15,61 + 1,16 14,10 £ 2,51 11,75 + 1,16
60 14,24 + 1,72 21,03 + 3,14* 16,05 = 1,72 14,34 + 3,14
90 16,87 + 2,18 13,07 = 2,34 20,12 + 2,18 16,86 = 2,34
120 16,80 + 2,66 12,48 £+ 3,26 24,03 + 2,66* 1545 * 3,26

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 21: Percentual de Transporte Tubular de Potéassio (%TK") nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL),
Prazosin (3 pug/mL) e Prazosin (3 ug/mL) + VTs (3 pg/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3pg/mL Prazosin + VTs
30 53,98 + 4,05 54,42 + 2,76 48,64 + 4,59 61,74 + 1,87
60 52,68 + 4,86 60,11 + 4,28 51,84 + 550 49,00 + 3,47
90 50,66 + 4,57 57,90 + 5,33 60,42 + 3,21 46,72 + 3,73
120 52,30 + 2,08 55,82 + 3,60 59,85 + 3,17 43,73 + 3,54*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05



176

Tabela 22: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Potéssio (%pTK") nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3
ug/mL), Prazosin (3 ug/mL) e Prazosin (3 ug/mL) + VTs (3 pug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3ug/mL  Prazosin + VTs
30 53,98 + 4,05 54,42 + 2,76 53,78 + 4971 49,54 % 3,017
60 52,68 + 4,86 60,11 + 4,28 56,97 + 5,799 41,66 = 4,082*
90 50,66 + 4,57 57,90 + 5,33 55,57 + 3,427 42,51 = 3,280*
120 52,30 + 2,08 55,82 + 3,60 54,92 + 3,440 38,91 + 3,312*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 23: Excrecdo de Potassio (EK*; pEg.g™*.min™) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 pg/mL), Prazosin (3 pg/mL)
e Prazosin (3 ug/mL) + VTs (3 ug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3pg/mL Prazosin 3ug/mL Prazosin + VTs
30 0,900 + 0,067 0,860 + 0,090 11,0562 + 0,067 1,0451 + 0,090
60 0,980 + 0,056 0,840 + 0,120 11,0595 + 0,056 1,0987 + 0,120
90 0,900 + 0,050 0,580 + 0,140* 0,9842 + 0,050 1,1184 * 0,140
120 0,840 + 0,061 0,550 * 0,140* 1,0295 * 0,061 1,1414 + 0,140*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 24: Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (% TCI) nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ug/mL), Prazosin
(3 ng/mL) e Prazosin (3 pg/mL) + VTs (3 png/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3ug/mL Prazosin + VTs
30 79,90 + 1,03 79,92 + 2,26 75,808 + 4,571 78,528 + 3,700
60 81,25 + 2,44 76,02 + 2,32 73,497 £ 5,720 72,439 + 3,982
90 77,32 £ 2,22 76,99 + 2,00 70,175 * 3,337 69,365 + 3,250
120 78,53 + 2,33 76,96 + 2,45 67,282 + 3,410 67,988 + 3,132

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Tabela 25: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Cloreto (%pTCl) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3
ug/mL), Prazosin (3 ug/mL) e Prazosin (3 ug/mL) + VTs (3 png/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3ug/mL Prazosin 3ug/mL Prazosin + VTs
30 76,81 = 1,25 76,97 + 257 70,948 £ 2,870 72,079 = 1,434
60 78,49 = 2,90 73,79 + 293 68,634 * 4,008 65,087 = 2,521*
90 76,58 + 1,20 74,09 + 2,87 65,321 + 3,440* 63,231 = 2,810*
120 76,36 + 2,47 72,74 + 2,71 62,353 * 3,784* 61,447 * 3,350*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 26: Excrecéo de Cloreto (ECI; pEq.g™*.min™) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs; 3 ng/mL), Prazosin (3 pg/mL)
e Prazosin (3 ug/mL) + VTs (3 ug/mL).

Tempo (min) Controle VTs 3pug/mL Prazosin 3ug/mL  Prazosin + VTs
30 14,65 £ 3,45 14,85 £ 1,55 16,434 + 3,45 12,055 + 1,55
60 15,28 + 3,52 22,37 + 3,80 18,308 + 3,52 14,499 + 3,80
90 15,44 = 2,75 13,65 £ 1,98 21,036 £ 2,75 16,693 + 1,98
120 15,42 £ 2,61 13,15 * 3,51 23,414 £ 261 15,064 * 3,51

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 27: Presséo de Perfusédo (PP; mmHg) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n = 6) com a Tityus toxina V (TsTX V 3ug/mL) e toxina gama (Tsg 3ug/mL) do
veneno de Tityus serrulatus.

Tempo (min) Controle TsSTXV 3ug/mL Tsg 3pug/mL
30 110,11 + 3,68 109,7 = 0,750 1139 + 2,40
60 108,27 + 4,88 112,5 = 0,166 139,8 + 10,5*
90 108,69 = 5,09 109,8 = 0,809 118,7 + 6,30
120 110,28 + 3,69 107,7 + 0,252 120,5 + 5,00

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05
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Tabela 28: Resisténcia Vascular Renal (RVR; mmHg/mL.g*.min™") nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com a Tityus toxina V (TsTX V 3ug/mL) e toxina
gama (Tsg 3ug/mL) do veneno de Tityus serrulatus.

Tempo (min) Controle TsSTX V 3ug/mL Tsg 3pug/mL
30 539 + 0,48 597 + 0,38 554 + 0,16
60 557 + 0,49 6,13 + 0,10 6,80 + 0,53*
90 532 = 0,57 595 + 0,46 576 = 0,31
120 5,48 + 0,53 5,80 + 0,12 585 + 0,25

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 29: Fluxo Urinario (FU; mL.g™.min™) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n
= 6) com a Tityus toxina V (TsTX V 3ug/mL) e toxina gama (Tsg 3ug/mL) do veneno
de Tityus serrulatus.

Tempo (min) Controle TsTXV 3ug/mL Tsg 3pg/mL
30 0,121 + 0,0080 0,1197 = 0,0023 0,1220 * 0,0060
60 0,135 + 0,0012 0,1343 = 0,0013 0,1284 + 0,0012
90 0,130 + 0,0011 0,1483 + 0,0040* 0,1265 + 0,0012
120 0,131 + 0,0010 0,1597 + 0,0040* 0,1501 * 0,0015*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 30: Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG; mL.g™*.min™) nos grupos controle (n
= 6) e tratados (n = 6) com a Tityus toxina V (TsTX V 3ug/mL) e toxina gama (Tsg
3ug/mL) do veneno de Tityus serrulatus.

Tempo (min) Controle TsTXV 3ug/mL Tsg 3ug/mL
30 0,701 + 0,073 0,729 + 0,041 0,779 *= 0,079
60 0,707 + 0,051 0,673 + 0,028 0,640 + 0,096
90 0,633 + 0,051 0,609 + 0,100 0,609 + 0,082
120 0,697 + 0,084 0,704 + 0,029 1,012 + 0,072*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05
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Tabela 31: Percentual de Transporte Tubular de Sddio (%TNa") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com a Tityus toxina V (TsTX V 3ug/mL) e toxina gama (Tsg
3ug/mL) do veneno de Tityus serrulatus.

Tempo (min) Controle TsTXV 3ug/mL Tsg 3pg/mL
30 81,94 + 1,24 81,92 + 1,451 80,77 = 0,90
60 81,11 + 1,52 76,50 + 4,063 77,29 + 0,35*
90 79,26 + 0,90 72,30 + 2,428* 72,02 + 2A47*
120 79,76 + 0,56 78,30 + 2,012 77,69 + 2,10

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 32: Percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK") nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com a Tityus toxina V (TsTX V 3ug/mL) e toxina
gama (Tsg 3ug/mL) do veneno de Tityus serrulatus.

Tempo (min) Controle TsTXV 3ug/mL Tsg 3pg/mL
30 69,13 + 4,14 65,00 + 1,893 66,94 + 1,88
60 69,04 + 5,68 59,03 + 5,443 60,09 + 1,76
90 71,84 + 421 55,41 + 4,235* 54,51 = 2,99*
120 69,94 + 6,86 70,34 + 2,694 67,09 + 3,19

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 33: Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (% TCI) nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com a Tityus toxina V (TsTX V 3ug/mL) e toxina gama (Tsg
3ug/mL) do veneno de Tityus serrulatus.

Tempo (min) Controle TsSTX V 3ug/mL Tsg 3pug/mL
30 79,90 + 1,03 79,13 + 1,68 78,23 + 1,22
60 81,25 + 2,44 74,34 + 4,38 73,93 + 0,23*
90 77,32 + 2,22 69,22 + 2,35* 68,23 + 2,54*
120 7853 + 2,33 74,64 + 2,11 74,63 + 2,34

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Tabela 34: Presséo de Perfusdo (PP; mmHg) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03
pg/mL e 0,1ug/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL  PNVTs 0,1pg/mL
30 110,11 + 3,68 1025 + 2,773 107,8 + 0,99
60 108,27 + 4,88 102,8 + 4,090 111,8 + 2,95
90 108,69 + 5,09 116,1 + 8,775 125,1 + 6,33*
120 110,28 + 3,69 1353 + 12,28* 157,3 + 10,23*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 35: Resisténcia Vascular Renal (RVR; mmHg/mL.g>.min) nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus

serrulatus (PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1pg/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL  PNVTs 0,1pg/mL
30 519 + 0,480 4,864 + 0,221 4,574 + 0,186
60 517 + 0,490 4,840 * 0,177 4,738 = 0,112
90 532 + 0,570 5,273 * 0,333 5308 * 0,278
120 5,38 + 0,530 5,817 + 0,484 6,714 + 0,525*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 36: Fluxo Urinario (FU; mL.g™.min™) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n
= 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03 pg/mL
e 0,1ug/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL PNVTs 0,1ug/mL
30 0,121 + 0,008 0,132 + 0,010 0,115 + 0,009
60 0,135 + 0,001 0,123 + 0,015 0,131 + 0,008
90 0,130 + 0,001 0,193 + 0,042* 0,251 + 0,027*
120 0,131 + 0,001 0,403 + 0,081* 0,497 + 0,046*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05
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Tabela 37: Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG; mL.g™*.min™") nos grupos controle (n
= 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus
(PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1ug/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL  PNVTs 0,1pg/mL
30 0,701 + 0,073 0,603 = 0,0795 0,756 + 0,1258
60 0,607 + 0,051 0,500 *+ 0,0569 0,545 + 0,0535
90 0,633 £ 0,051 0,725 *+ 0,1286 1,259 + 0,2938*
120 0,697 + 0,084 1,191 + 0,1808* 1,703 + 0,3112*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 38: Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus
(PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1ug/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL  PNVTs 0,1pg/mL
30 81,94 + 1,24 79,52 + 1,758 80,77 * 1,424
60 81,11 £ 1,52 77,50 £ 1,858 70,88 = 2,225*
90 79,26 + 0,90 76,59 + 2,680 70,72 + 2,045*
120 79,76 + 0,56 68,34 + 4,369* 64,84 + 2905*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05

Tabela 39: Percentual de Transporte Tubular de Potéassio (%TK") nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus
serrulatus (PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1ug/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL PNVTs 0,1ug/mL
30 69,13 = 4,140 69,16 + 3,685 70,04 = 3,271
60 69,04 + 5680 65,41 + 4,390 49,68 + 7,241*
90 71,84 + 4,210 67,32 £ 4,897 47,60 + 9,370*
120 69,94 + 6,860 6554 + 3,916 50,81 + 6,462*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05
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Tabela 40: Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (% TCI") nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de Tityus serrulatus
(PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1ug/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL PNVTs 0,1ug/mL
30 79,90 = 1,03 78,42 = 1,778 81,90 = 3,679
60 81,25 = 2,44 75,95 £ 2,507 76,15 * 3,422
90 77,32 £ 2,22 76,77 £ 1,245 72,89 + 3,863
120 78,53 £ 2,33 71,50 = 1,229* 69,02 *+ 3,636*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 41: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Sodio (%pTNa®) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de
Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1ug/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL  PNVTs 0,1ug/mL
30 77,69 + 1,680 76,77 + 1,070 80,64 + 1,181
60 75,59 + 0,900 73,36 + 2,825 71,49 + 5,021
90 77,33 + 1,330 75,04 + 1,935 70,36 + 0,984*
120 78,18 + 1,970 69,02 + 2,845* 59,60 + 1,754*

Resultados expressos em Média = EPM. *p<0,05

Tabela 42: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Potassio (%pTK") nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de
Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1ug/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL  PNVTs 0,1pg/mL
30 53,98 + 4,05 52,38 + 3,066 5291 + 2,876
60 52,68 + 4,86 46,26 + 4,843 51,29 + 1,050
90 50,66 * 4,57 50,78 + 2,825 48,24 * 6,030
120 52,30 + 2,08 50,27 + 3,477 48,46 + 2,509

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Tabela 43: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Cloreto (%pTCl) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com o peptideo natriurético do veneno de
Tityus serrulatus (PNVTs; 0,03 pg/mL e 0,1ug/mL).

Tempo (min) Controle PNVTs 0,03ug/mL  PNVTs 0,1pg/mL
30 66,81 + 1,25 68,65 + 1,982 65,77 + 3,573
60 68,49 + 2,90 61,81 + 3,725 69,77 + 6,886
90 66,58 + 1,20 67,23 + 1,341 64,53 + 4,175
120 66,36 + 2,47 63,24 + 1,545 57,68 + 3,659*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05



ANEXOS

Ndo importa tanto o tema da tese quanto a experiéncia de trabalho que ela
comporta.

Umberto Eco



185

LISTA DE ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORADO

. SOUSA, A. P. A; BARBOSA, P. S. F.; MARTINS, A. M. C.; Martins, R. D;
ALVES, R. S.; SOUSA, D. F.; ALVES, C. D.; COSTA-LOTUFO, L. Vi,
MONTEIRO, H. S. A. . The renal effects of alginates isolated from Brown
seaweed Sargassun vulgare. Journal of Applied Toxicology, v. 28, p. 364-369,
2008.

. BRAGA, M. D. M.; MARTINS, A. M. C.; AMORA, D. N.; MENEZES, D. B
TOYAMA, M. H.; TOYAMA, D. O.; ALVES, C. D.; BARBOSA, P. S. F.; ALVES, R.
S.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S. A. Purification and biological effects of
L-amino acid oxidase isolated from Bothrops insularis venom. Toxicon, v. 51, p.
199-207, 2008.

. VASCONCELOS, S.; SOARES, P. M.; LIMA, N. M.; PEREIRA, R. F.; ALVES, R.
S.; Queiroz, M. G. R.; MACEDO, D. S.; FREITAS, R. M.; SOUSA, F. C. F;
FONTELES, M. M. de F.; VIANA, G. S. B. Effects of Ethanol or Naltrexone after
Ethanol Exposure on Plasma Levels of Hepatic Enzymes, Lipid Profile and
Apolipoprotein in Rats, v. 76, p. 305-320, 2008.

. EVANGELISTA, J. S. A. M.,; MARTINS, A. M. C.; NASCIMENTO, N. R. F;
SOUSA, C. M.; ALVES, R. S.; TOYAMA, D.; TOYAMA, M.; EVANGELISTA, J. J.
F.; MENEZES, D. B.; FONTELES, M. C.; MORAES, M. E. A.; MONTEIRO, H. S.
A. Renal and vascular effects of the natriuretic peptide isolated from Crotalus
durissus cascavella venom. Toxicon, p. 737, 2008.

. ALVES, R. S.; MARTINS, R. D.; SOUSA, D. F.; ALVES, C. D.; BARBOSA, P. S.
F.; QUEIROZ, M. G. R.; MARTINS, A. M. C.; MONTEIRO, H. S. A. Aspectos
Epidemioldgicos dos acidentes escorpidnicos no Estado do Ceard no Periodo de
2003 a 2004. Pesquisa Médica (UFC), v. 01, p. 14-20, 2007.

. BRAGA, M. D. M.; MARTINS, A. M. C.; MENEZES, D. B.; TOYAMA, M. H,;
BARBOSA, P. S. F.; ALVES, R. S.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S. A.
Purification and biological effects of C-type lectin isolated from Bothrops insularis
venom. Toxicon, v. 47, p. 859-867, 2006.

. BARBOSA, P. S. F.; MARTINS, A. M. C.; ALVES, R. S.; TOYAMA, M. H.; HAVT,
A.; MENEZES, D. B.; FONTELES, M. C.; MONTEIRO, H. S. A. The Role of
Indomethacin and Tezosentan on Renal Effects induced by Bothrops moojeni
Lys49 myotoxin I. Toxicon, v. 47, p. 831-837, 2006.

. ALVES, R. S.; NASCIMENTO, N. R. F.; BARBOSA, P. S. F.; KERNTOPF, M. R;;
MARTINS, R. D.; QUEIROZ, M. G. R.; TOYAMA, M. H.; FONTELES, M. C;
MARTINS, A. M. C.; MONTEIRO, H. S. A. Renal Effects and Vascular Reactivity
induced by Tityus serrulatus venom. Toxicon, Gra-Bretanha, v. 46, n. 3, p. 271-
276, 2005.

. NASCIMENTO, N. R. F.; LESSA, L. M. A.; ALVES, R. S.; KERNTOPF, M. R;

QUEIROZ, M. G. R.; LARNER, J.; GOW, A.; BROWNLEE, M.; DAVIS, C,
FONTELES, M. C. Novel Inositols Ameliorate Endothelial Dysfunction in Diabetic
Rats and Rabbit Vasculature by Scavenging Superoxide. Proceedings Of The
National Academy Of Sciences Of The United States Of America, v. 103, p. 218-
223, 2005.



De tudo ficam trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comegando...

A certeza de que precisamos continuar...

A certeza de que seremos interrompidos antes de terminar...
Portanto, devemos:

Fazer da interrup¢do um caminho novo...

Da queda, um passo de danga...

Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro...

Ternando Pessoa



