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RESUMO

ESTUDO DAS ALTERACOES RENAIS E VASCULARES INDUZIDAS PELO
VENENO DE Tityus serrulatus. Mestranda: Renata de Sousa Alves. Orientadora:
Dra. Helena Serra Azul Monteiro. Universidade Federal do Ceara. Programa de Poés-
Graduacao em Farmacologia. 2005.

No Brasil, sdo notificados, anualmente, cerca de 8.000 acidentes escorpidnicos. A
espécie Tityus serrulatus, popularmente conhecido como escorpido amarelo,
pertence a classe Arachnidea, ordem Scorpionidae, familia Buthidae, subfamilia
Tityinae, género Tityus. E encontrado nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo,
Bahia, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parana, Goias, Mato Grosso do Sul e Cearé,
sendo responsavel pelos acidentes com maior gravidade e letalidade. Os efeitos do
veneno de T. serrulatus (VTs), sobre a fisiologia renal humana, mostraram aumentar
0S parametros renais, uréia e creatinina. Entretanto, na perfusdo de rins de ratos, os
efeitos ndo haviam sido testados até agora. O objetivo desse trabalho foi estudar os
efeitos renais e a reatividade vascular induzidos pelo veneno do escorpido Tityus
serrulatus. Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250 e 300g, cujos
rins foram isolados e perfundidos com Solucéo de Krebs-Hanseleit contendo 6g% de
albumina bovina previamente dialisada. Os efeitos de veneno de T. serrulatus, nas
concentracbes de 1, 3 e 10 pg/mL (n=6), foram estudados sobre a Pressdo de
Perfusdo (PP), Resisténcia Vascular Renal (RVR), Fluxo Urinario (FU), Ritmo de
Filtragdo Glomerular (RFG), Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa"), de
Potassio (%TK") e de Cloreto (%TCI). O veneno de T. serrulatus foi adicionado apds
30 minutos de controle interno e aumentou a PP (PP3y = 112,4 + 2,0 vs PPgy =
145,8 + 17,4mmHg*,*p<0,05), a RVR (RVRs3y = 5,88 + 0,33 vs RVRey = 7,52 +
0,86mmHg/mL.g™*.min™* *p<0,05) e diminuiu 0 RFG (RFGsy = 0,671 * 0,076 vs
RFG120 = 0,467 + 0,062mL.g ™ .min™* *p<0,05) e 0 FU (FUsy = 0,147 + 0,011 vs FUgq
= 0,119 + 0,013mL.g.min* *p<0,05). O leito mesentérico foi perfundido, com
solucdo de Krebs, sob a temperatura de 37°C, a um fluxo constante (4mL/min),
enquanto a pressdo de perfusdo era mensurada através de um transdutor de
pressédo. Os efeitos vasculares do veneno de T. serrulatus (10pug/mL/min; n = 6)
foram examinados e comparados com a infusdo apenas da solucdo perfusora. A
infusdo do veneno de T. serrulatus aumentou a pressao basal de perfusédo do leito
mesentérico isolado (pressdo basal: 74,17 + 3,42 vs VTs 151,8 + 17,82mmHg*,
*p<0,05). A avaliacao histolégica revelou depdésitos de proteinas nos tubulos renais e
nos espacos urinarios dos rins perfundidos com o veneno de T. serrulatus. Isso pode
revelar que houve um extravasamento do perfusato para o parénquima, devido,
provavelmente, ao aumento da pressao hidrostatica promovida por VTs. O veneno
de T. serrulatus, entdo, promove efeitos hemodindmicos renais que elevam a
resisténcia e a pressao de perfusdo, forcando a passagem de proteinas para o0s
tubulos e diminuindo o ritmo de filtragcdo glomerular e o fluxo urinario.

Palavras-chave: Tityus serrulatus; Perfusdo Renal; Leito Vascular Mesentérico.



ABSTRACT

STUDY OF RENAL AND BLOOD VESSEL ALTERATIONS INDUCED BY Tityus
serrulatus VENOM.: Renata de Sousa Alves, Master of Sciences. Professor: Dr
Helena Serra Azul Monteiro. Federal University of Ceara. Post-Graduation Program
in Pharmacology. 2005.

According to the Brazilian Ministry of Health, about 8000 cases of scorpion
envenomation are reported yearly in Brazil. Most cases are due to the sting of Tityus
serrulatus, known popularly as yellow scorpion. It belongs to the Arachnidea, class,
Scorpionidae order, Buthidae family, Tityinae subfamily and Tityus genus. It is
present in the Brazilian States of Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia, Rio de Janeiro,
Sdo Paulo, Parana, Goids, Mato Grosso do Sul and Ceara and it is the most
dangerous scorpion in Brazil, causing severe envenoming and even death. The
effects of T. serrulatus venom (TsV) on the renal physiology in humans consist of
increased renal parameters such as urea and creatinine. So far, effects had not been
tested in the perfused rat kidney. Isolated kidneys from Wistar rats, weighing 250 to
300g, were perfused with Krebs-Henseleit solution containing 6g% of previously
dialysed bovine albumin. The effects of T. serrulatus venom in the 1, 3 and 10 pg/mL
concentrations, were studied on the perfusion pressure (PP), renal vascular
resistance (RVR), urinary flow (UF), glomerular filtration rate (GFR), sodium tubular
transport (%TNa"), potassium tubular transport (%TK") and chloride tubular transport
(%TCI). Tityus serrulatus venom was added to the system after 30 minutes of
internal control; it increased PP (PP3y = 1124 + 2.0 vs PPgy = 1458 %
17.4mmHg*,*p<0.05) and RVR (RVRsy = 5.88 = 0.33 vs RVRgy = 7.52 *
0.86mmHg/mL.g™*.min™* *p<0.05), decreased GFR (GFRsy = 0.671 + 0.076 vs
GFR1 = 0.467 + 0.062mL.g™".min™* *p<0.05) and UF (UFsy = 0.147 + 0.011 vs
UFee = 0.119 + 0.013mL.g™*.min** *p<0.05). The mesenteric bed was perfused with
Krebs solution kept warm at 37°C by a constant flow (4mL/min), while the variable
perfusion pressure was measured by means of a pressure transducer. The vascular
effects of T. serrulatus venom were examined and compared to the infusion of the
perfuse solution. The infusion of T. serrulatus venom (10ug/mL/min) increased the
basal perfusion pressure of isolated arteriolar mesenteric bed (basal pressure =
74.17 £ 3.42 vs TsV = 151.8 + 17.82 mmHg**p<0.05). The histopathological
evaluation revealed deposits of protein in the renal tubules and urinary spaces of
kidneys perfused with TsV. This may reveal that there has been a perfusate
extravasation to the parenchyma probably due to increase of hydrostatic pressure
induced by TsV. T. serrulatus venom affects renal hemodynamics increasing
resistance and perfusion pressure, determining extravasation of perfusate and
decreasing the glomerular filtration rate and renal flow.

Keywords: Tityus serrulatus, Perfused Kidney, Mesenteric Blood Vessels.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

Como linhagem, os escorpides provém de eras remotas. Seus mais antigos
fésseis ocorrem em rochas formadas no Periodo Siluriano, cerca de 420 milhdes de
anos atras. A linhagem a qual os escorpidées modernos pertencem surgiu no Periodo
Carbonifero mais recente, ha cerca de 350-300 milhdes de anos e ja foram descritas
aproximadamente 1500 espécies que, embora menores, ainda apresentam muitas
semelhangas com seus ancestrais (LUCAS e SILVA Jr, 1992; ANDRADE FILHO et
al., 2001). Sao animais de terra firme, habitando as regides quentes e temperadas,
dando preferéncia a ambientes aridos onde ha uma grande diversidade de espécies
(SECRETARIA DE SAUDE DE SAO PAULO, 1993).

Na astrologia, a constelagdo de Escorpido é muito antiga. Suas estrelas foram
visualizadas como um escorpidao pela mais antiga civilizagdo mesopotamica, 5000
anos atras. Na mitologia grega a lenda surgiu quando Orion, gigante e poderoso
cagador, ofendeu Artemis, deusa da caca. Esta enviou um escorpido gigante para
picar Orion, como puni¢éo por seu comportamento. Orion morreu e por causa disso,
desde entdo, vemos no firmamento Orion caindo para o mundo inferior, enquanto
Escorpido ascende ao céu (FARAES et al., 2004).

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 sao
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).

A partir da implantagdo da notificacdo de acidentes escorpidnicos no Brasil,
em 1988, vem se verificando um aumento significativo no numero de casos com o
passar dos anos. Dados do Ministério da Saude indicam a ocorréncia de cerca de
8.000 acidentes/ano, com um coeficiente de incidéncia de aproximadamente trés
cas0s/100.000 habitantes (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001) e uma
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letalidade variando em torno de 0,6% (ANDRADE FILHO et al., 2001), sendo os

demais casos considerados leves ou moderados.

Os escorpides sao animais carnivoros, alimentando-se principalmente de
insetos. Apresentam habitos noturnos, escondendo-se durante o dia sob pedras,
entulhos, telhas e tijolos. Os escorpides podem sobreviver varios meses sem
alimento ou sem agua, o que torna seu combate muito dificii (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2001). A falta de competidores e predadores como
macacos ou sapos, também permite a rapida proliferacdo de escorpides, uma vez
que estes dois fatores contribuem para o controle populacional das espécies
(SOARES et al., 2002).

O manuseio inadequado de materiais de constru¢cdo e entulho aumenta as
chances de um acidente. No ambiente domiciliar, os cuidados devem ser redobrados
guanto ao uso de roupas e calgados (anexo A). O controle destes animais passa a
ser fundamental, e sua eficacia depende de uma agao multidisciplinar envolvendo os
orgaos publicos, a comunidade e o manejo ambiental para tornar desfavoraveis as
condigdes de instalagdo, permanéncia e proliferagcdo dos escorpides (INSTITUTO
BUTANTAN, s/d).

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). A vida média dos escorpides € de trés a
cinco anos e apresentam apenas uma ninhada por ano, com numero variavel de

filnotes dependendo da espécie.

Os escorpides tém sido divididos em duas categorias ecoldgicas, em
“equilibrio” e “oportunistas”, dependendo do tipo de ambiente que habitam. As
especies que vivem em equilibrio com o homem vivem em campos ou estabulos
(ambiente natural) enquanto os oportunistas invadem cidades e residéncias,
desequilibrando o ecossistema (LOURENCO et al., 1996).

No Brasil, o estudo sobre veneno de escorpides, comegou no inicio do século

por Maurano (1915) e Vital Brazil (1918), seguidos de Magalhdes e Tupinamba
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(1938) e Magalhaes (1945), todos na regido Sudeste (FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 1998).

O corpo dos escorpides apresenta-se dividido em cefalotérax, de onde partem
4 pares de patas, 1 par de pedipalpos (que funcionam como pingas) e um par de
queliceras; abdome, formado por 7 segmentos (tergitos) e cauda composta de cinco
segmentos, vesicula de veneno (também conhecido como telson) e ferrao (LUCAS e

SILVA Jr, 1992). Estas estruturas podem ser evidenciadas na figura 1.

Figura 1: Morfologia externa do corpo dos escorpides (Andrade Filho et al., 2001).

Algumas espécies de escorpides podem inocular veneno pelo ferrédo, sendo
considerados animais pegonhentos. A gravidade do envenenamento varia conforme
o local da picada e a sensibilidade do acidentado, sendo a gravidade avaliada pelo
médico, o qual tomara as decisdes sobre o tratamento a ser ministrado. 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, 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), pancreatite, danos cardiacos, desordens gastrintestinais
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(TRONCON et al., 2000), alteracdes renais (ANDRADE FILHO et al., 2001; NUNAN,
2003), disturbios na coagulacédo e faléncia multipla de 6rgaos (DEVI et al., 1970;
REDDY et al., 1972; ROBERT, 1991; SOFER et al., 1996; D"SUZE et al., 2003).

Os escorpides brasileiros sdo animais pouco agressivos, picando apenas para
se defender (ANDRADE FILHO et al.,, 2001). Todos os escorpides de interesse
médico no Brasil estdo agrupados no género Tityus, cujas espécies responsaveis

por acidentes estio relacionadas na tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo geografica dos escorpides do género Tityus encontrados no
Brasil (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2004; INSTITUTO BUTANTAN,
s/d).

NOME NOMES DISTRIBQIQAO
CIENTIFICO POPULARES GEOGRAFICA
T. bahiensis escorpiao marrom MG, SP, PR, SC, RS, GO, MS
T. cambridgei escorpiao preto AP, PA
T. costatus escorpiao MG, ES, RJ, SP, PR, SC, RS
T. fasciolatus escorpiao GO, DF
T. metuendus escorpiao AC, AM, PA, RO
T. serrulatus escorpiao amarelo BA, CE, MG, ES, RJ, SP, DF, GO, PR
T. silvestris escorpiao AC, AM, AP, PA
T. stigmurus escorpiao BA, SE, AL, PE, PB, RN, CE, PI

Entre elas, as trés espécies mais importantes sao T. serrulatus, T. bahiensis e
T. stigmurus (LUTZ e MELLO, 1922; BUCHERL, 1971; EICKSTEDT, 1983/1984;

LIRA-DA-SILVA et al., 2000). Estas espécies sao consideradas as mais toxicas do

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

Mesmo apresentando a DLsy mais elevada, o maior numero de casos,
incluindo 6bitos, sédo 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; MITRE, 2001) e é, atualmente, o

causador do maior numero de mortes, principalmente em criangas com menos de
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sete anos (BUCHERL, 1968; ANDRADE FILHO et al., 2001; FUNDAGAO
NACIONAL DE SAUDE, 2001; FIGUEROA E BARBOSA, 1983).

1.2 Tityus serrulatus (Lutz & Mello, 1922)

A espécie de Tityus serrulatus foi descrita por Lutz e Mello, em 1922 e
pertence a classe Arachnidea, ordem Escorpionidae, familia Buthidae, subfamilia
Tityinae, género Tityus. E encontrado principalmente nos estados da Bahia, Ceara,
Distrito federal, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Piaui, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Norte, Sdo Paulo, Sergipe, Rio grande do Sul (relato de um
acidente; TORRES et al., 2002) e Parana (INSTITUTO BUTANTAN, s/d).

Tityus serrulatus (figura 2) é de colorido amarelo claro, o que originou seu
nome popular escorpidao amarelo, devido a sua cor predominante, embora possua o
dorso de coloragao escura. A tibia dos palpos possui coloragao amarelada uniforme.
No quarto segmento caudal possui duas fileiras de serrilhas que caracterizam e dao
o nome & espécie (ANDRADE FILHO et al., 2001; FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 2001).

Mede até sete centimetros de comprimento e suas populacdes sdo formadas
apenas por fémeas, cuja reproducdo se da por partenogénese (CANDIDO, 1999;
MATTHIENSEN, 1988; MELLO-LEITAO, 1939). Cada fémea de Tityus serrulatus
pode ter trés, quatro ou mais paricbes e cerca de 70 filhotes durante a vida
(SOARES et al., 2002).

Figura 2: Escorpido amarelo (Tityus serrulatus). No detalhe a serrilha que da nome
a espécie (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1998).
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Enquanto verifica-se o crescimento e até atingir a maturidade sexual, os
escorpides  sofrem  ecdises, ou seja, trocam periodicamente seu
exoesqueleto. Durante este processo, 0 exoesqueleto antigo parte-se
horizontalmente acima das queliceras e, pela fenda aberta, sai o corpo do escorpiao,
revestido pelo novo exoesqueleto. O exoesqueleto antigo costuma sair inteiro,
conservando a forma do escorpido. Segundo observacdo de Matthiensen (1988),
espécimes de T. serrulatus em cativeiro atingiram a maturidade sexual apés um ano
de idade, tendo passado por 5 ecdises e permanecendo no dorso da mée (figura 3)
até a primeira ecdise (INSTITUTO BUTANTAN, s/d).

Figura 3: Fémeas de Tityus serrulatus com filhotes sobre o dorso.

A espécie 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).

O processo de expansdo de T. serrulatus ocorre continuamente. Quando
escorpides sao transportados, via estradas ou ferrovias, e chegam a regides recém
criadas pelo homem, estabelecem novas colénias. Este processo é facilitado, pois
esta espécie apresenta grande habilidade de disperséo, alto potencial de reproducéo
e abundancia 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 (figura 4) e, quando molestado, desfere uma terrivel

ferroada. Pequenos animais e criangas ndo conseguem sobreviver ao ataque da
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maioria das espécies existentes no Brasil e mesmo para os adultos sua picada pode
ser fatal (GUIA BUTANTAN, s/d).

Figura 4: Foto do escorpiao Tityus serrulatus refletindo a cor azul quando exposto a
luz ultravioleta (GUIA BUTANTAN, s/d).

Uma espécie variante, o T. stigmurus, também conhecido como escorpido
amarelo e que se diferencia pela presenga de um tridngulo negro no cefalotorax e
uma faixa negra ao longo dos tergitos (LUCAS e SILVA Jr, 1992), é encontrada

predominantemente na regiao Nordeste (figura 5).

»
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Figura 5: Tityus stigmurus. Espécie semelhante ao Tityus serrulatus presente na
regidao Nordeste (INSTITUTO BUTANTAN, s/d).

Alguns trabalhos consideram Tityus serrulatus componente de um complexo
com Tityus stigmurus, apresentando quatro formas morfolégicas 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).
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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 variagdes de uma mesma espécie.

1.3 Veneno escorpidnico

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

A peconha escorpibnica € uma mistura complexa composta de grande
numero de proteinas basicas de baixo peso molecular, associadas a pequenas
quantidades de aminoacidos e sais, nao apresentando atividade hemolitica,
proteolitica e fosfolipasica e ndo consumindo fibrinogénio (CUPO e HERING, 1992;
CUPO et al., 1994; HERING et al., 1997).

O veneno do escorpido Tityus serrulatus € uma mistura de peptidios toxicos e
nao téxicos além de serotonina, nucleotideos, aminoacidos, enzimas (hialuronidase)
e lipides (POSSANI et al., 1984).

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). Varios outros patégenos como streptococcus,
pneumococcus € staphylococcus também produzem enzimas com agao
hialuronidasica. Estas enzimas também s&o encontradas em venenos de insetos e

serpentes e em tecidos malignos (KREIL, 1995).
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O veneno tem acado neurotoxica (afeta as transmissdes nervosas e causa
paralisia) que é produzido por glandulas localizadas no télson (BUCHERL, 1953). O
principal sintoma apdés uma picada é dor intensa e imediata no local, podendo
ocorrer, em casos mais graves, arritmias cardiacas, edema agudo de pulmao e
diminuicdo da temperatura corporal. Outras manifestacbes comuns no acidente
escorpibnico sao sudorese profusa, parestesia, tremores, nauseas, vOmitos,
sialorréia, dor abdominal, taquipnéia e dispnéia, além de elevagao dos parametros

bioquimicos renais como uréia e creatinina (NUNAN, 2003).

O aumento dos niveis séricos de uréia e creatinina sdo descritos em
pacientes acidentados com escorpides do género Tityus (ANDRADE FILHO et al.,

2001), mostrando alteragdes nos parametros de fungéo renal.

As neurotoxinas presentes no veneno de Tityus serrulatus podem alterar
especificamente a fungdo de canais de sodio, potassio, cloreto e calcio. O
consequente desarranjo destes canais leva a liberagdo macica de
neurotransmissores no sistema nervoso central ou autondmico (SANDOVAL e
LEBRUN, 2003; PESSINI et al., 2003).

Estudos bioquimicos experimentais demonstraram que a inoculagdo do
veneno bruto ou de algumas fragdes purificadas ocasiona dor local e efeitos
complexos nos canais de soédio, produzindo despolarizagdo das terminacdes
nervosas poés-ganglionares, com liberacdo de catecolaminas e acetilcolina. Estes
mediadores determinam o aparecimento de manifestagdes decorrentes da
predominancia dos efeitos simpaticos e parassimpaticos (FUNDACAO NACIONAL
DE SAUDE, 2001).

A picada de escorpidao produz injuria tecidual que pode induzir uma resposta

inflamatadria sistémica com subsequente liberagao de citocinas (D’SUZE, 2003).

1.4 Classificacao dos acidentes escorpidnicos

Segundo a Fundacdo Nacional de Saude (2001), com base nas

manifestagdes clinicas, os acidentes podem ser inicialmente classificados como:
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e Leves - apresentam apenas dor no local da picada e, as vezes,

parestesias.

e Moderados - caracterizam-se por dor intensa no local da picada e
manifestagbes sistémicas do tipo sudorese discreta, nauseas, vomitos

ocasionais, taquicardia, taquipnéia e hipertensao leve.

e Graves - além dos sinais e sintomas ja mencionados, apresentam uma ou
mais manifestagbes como sudorese profusa, vOmitos incoerciveis,
salivagao excessiva, alternancia de agitacado com prostragdo, bradicardia,
insuficiéncia cardiaca, edema pulmonar, choque, convulsdes e coma. Os
Obitos estdo relacionados a complicagbes como edema pulmonar agudo e

choque.

A dor local, uma constante no escorpionismo, pode ser acompanhada de

parestesias e ocorre imediatamente apds a picada (LIRA-DA-SILVA et al., 2000).

Nos acidentes moderados e graves, observados principalmente em criangas,
podem surgir manifestagdes sistémicas: Gerais (hipo ou hipertermia e sudorese
profusa), Digestivas (nauseas, vOmitos, sialorréia e, mais raramente, dor abdominal
e diarréia), Cardiovasculares (arritmias cardiacas, hipertenséo ou hipotensao arterial,
insuficiéncia cardiaca congestiva e choque), Respiratorias (taquipnéia, dispnéia e
edema pulmonar agudo) e Neuroldgicas (agitagao, sonoléncia, confusdo mental,
hipertonia e tremores) (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001), além de

manifestagdes renais com elevagao de parametros bioquimicos.

O quadro clinico local € semelhante para as espécies de Tityus, o que sugere
um possivel mecanismo comum de agdo do veneno relacionado ao alto grau de
similaridade entre os peptideos, componentes toxicos e expressdo de seus genes
(LIRA-DA-SILVA et al., 2000).

1.5 Método para deteccdo do veneno circulante

A equipe do bioquimico Chavéz-Olortegui do Instituto de Ciéncias Biologicas

da Universidade Federal de Minas Gerais desenvolveu um método para detecg¢ao do
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veneno escorpidnico circulante. Este método é uma variante do tradicional teste
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), usado para o diagndstico de outros

tipos de doenga, como Aids e Chagas.

Depois de coletada e centrifugada, uma pequena amostra de sangue da
vitima é posta em contato com anticorpos especificos contra a toxina, previamente

armazenados em placas ELISA.

A seguir adicionam-se anti-anticorpos marcados com uma enzima peroxidase,
que conjugam o complexo toxina-anticorpo formado na placa. Como passo seguinte
€ adicionada a reagao um substrato cromdgeno que reage com a enzima peroxidase
resultando em um produto colorido. Quanto mais intensa a cor obtida, maior a
quantidade de toxina circulante no sangue e mais grave o caso (CHAVEZ-
OLORTEGUI et al., 1994; FAGUNDES, 2003). O desenho esquematico da reacdo

pode ser visto na figura 6.

Antianticorpo
\ marcado
r_tﬁ:' ;ﬁt
Anticorpo Soro do ntigeno
antiveneno paciente
envenenado
L]
L
» Reagédo em
placa de
& ELISA
= o

Figura 6: Desenho esquematico da reagdo ELISA para deteccdo de veneno
escorpionico em soro (FAGUNDES, 2003).

O processo dura cerca de 50 minutos. Apds esse periodo, 0 médico tem
condicdes de identificar o animal responsavel pelo acidente e a quantidade de
veneno inoculada na vitima. Isso permite dosar com seguranga a quantidade de soro

a ser administrado e, com isso, minimizar os efeitos colaterais.
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Com o desenvolvimento desta técnica foi possivel, ainda, desacreditar o mito
de que a soroterapia anularia a quantidade de veneno circulante, mas nao
conseguiria reverter o quadro ja instalado. Com os testes mostrou-se que, 30
minutos apds o inicio da soroterapia, ndo sé todo o veneno circulante no organismo
da vitima desaparecia como os sintomas mais graves também retrocediam
(FAGUNDES, 2003).

Para que o método seja incorporado a rotina hospitalar é necessario valida-lo
junto ao Ministério da Saude e negociar a produgéo de kits diagnodsticos para serem

utilizados em unidades de pronto-atendimento.

1.6 Tratamento dos envenenamentos (FUNDAGAO NACIONAL DE SAUDE, 2001)

O tratamento primordial € a manutencao dos sinais vitais, atentando para
variagdes na pressao arterial, edema agudo de pulm&o e choques. O tratamento,
entdo, passa a ser sintomatico (alivio da dor) ou especifico, com a administragao de
soro antiescorpiénico, que visa neutralizar o veneno circulante e, com isso, impedir o

agravamento das manifestagdes clinicas.

O tratamento sintomatico consiste no alivio da dor por infiltragcdo de lidocaina
a 2% sem vasoconstrictor no local da picada e uso de analgésicos a cada seis

horas. Os disturbios hidroeletroliticos também devem ser corrigidos.

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

todos os casos graves de envenenamento, independente da idade do paciente.

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 (quadro 1), com o objetivo de

neutralizar a toxina circulante antes de sua impregnacgao nos tecidos.

O soro antiaracnidico € obtido de plasma de equinos hiperimunizados com

uma mistura de venenos de escorpides do género Tityus (serrulatus e bahiensis) e
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de venenos de aranhas dos géneros Phoneutria (aranha-armadeira) e Loxosceles

(aranha-marrom).

Quadro 1: Classificagao, principais sintomas e soroterapia recomendada para
acidentes com escorpides (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

SOROTERAPIA

CLASSIFICACAO SINTOMAS (N° DE AMPOLAS)

Leves Dor e parestesias locais -

Dor local intensa, sudorese discreta,
Moderados nauseas, vomitos ocasionais, taquicardia, 2a3lV
taquipnéia, taquicardia e hipertensao leve

Vémitos profusos e incoerciveis, sudorese
profusa, sialorréia intensa, alternancia de
Graves agitacdo com prostragéo, bradicardia, 4a6 IV
insuficiéncia cardiaca, convulsdes, coma
edema pulmonar agudo e choque

*Tempo de observagao de criangas picadas: 6 a 12 horas
** Na maioria dos casos graves 4 ampolas sao suficientes para o tratamento

1.7 Fisiologia Renal e de Leito Mesentérico
Fisiologia Renal

Os rins sédo o6rgaos reguladores do volume e composigdo dos liquidos

corporeos, através de variagdes na excregao de agua e solutos.

As unidades funcionais dos rins sao os néfrons. Cada rim contém
aproximadamente um milhdo de néfrons, que sao divididos em glomérulo e tubulo

renal.

O glomérulo é constituido de uma rede capilar glomerular que emerge da
arteriola aferente. O tubulo renal é constituido por diferentes segmentos - tubulo
contorcido proximal, tubulo reto proximal e al¢ga de Henle. Cada segmento apresenta
fungdes distintas e as células epiteliais possuem diferentes ultra-estruturas

responsaveis pela secrec¢ao e reabsor¢cao das mais variadas substancias.
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O sangue entra em cada rim através da artéria renal, que se ramifica nas
artérias interlobares, nas artérias arqueadas e artérias corticais radiais. As artérias
de pequeno calibre, as arteriolas aferentes levam o sangue aos capilares
glomerulares, através dos quais ocorre a ultrafiltragdo. O sangue, entéo, deixa os
capilares glomerulares através das arteriolas eferentes seguindo para os capilares
peritubulares (COSTANZO, 2004).

Os rins recebem cerca de 25% do débito cardiaco, sendo diretamente
proporcional ao gradiente de pressao entre a artéria e a veia renal e inversamente
proporcional a resisténcia fornecida pelas arteriolas. Portanto, o principal mecanismo
para alteracbes no fluxo sanguineo € através de modificagdes na resisténcia
arteriolar aferente ou eferente (COSTANZO, 2004).

Tanto arteriolas aferentes quanto eferentes possuem inervacao simpatica que
provoca vasoconstriccdo pela ativacdo de receptores a-1. Entretanto, existem mais
receptores a-1 nas arteriolas aferentes e um aumento na atividade simpatica leva ao
aumento do fluxo sanguineo renal (FSR) e também do ritmo de filtracdo glomerular
(RFG) (STRASSER et al., 1992).

A pressao arterial renal pode variar de 80 a 200mmHg mantendo o fluxo
sanguineo renal constante. Somente com uma press&o abaixo de 80mmHg, o FSR
diminui. Quando a presséo arterial renal aumenta, tanto o fluxo sanguineo renal
como o ritmo de filtragdo glomerular aumentam. Outras substancias que alteram a
resisténcia das arteriolas aferentes e eferentes sdao a angiotensina Il e as
prostaglandinas que exercem efeitos vasoconstrictor e vasodilatador,
respectivamente. A Tabela 2 apresenta os principais vasoconstrictores e

vasodilatadores renais.

Tabela 2: Vasoconstrictores e Vasodilatadores Renais (COSTANZO, 2004).

Vasoconstrictores Vasodilatadores

Catecolaminas PGE>

Angiotensina |l PGl;

Endotelina Oxido nitrico
Bradicinina
Dopamina

PG: Prostaglandinas
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O aumento do RFG resulta em maior liberagédo de soluto e agua para a regiao
da macula densa, uma parte do aparelho justaglomerular, e este responde a
liberacdo aumentada secretando uma substancia vasoativa que causa constricdo
nas arteriolas aferentes e, depois, reduz o0 FSR e o RFG aos niveis normais,
ocorrendo uma auto-regulagédo (COSTANZO, 2004).

O mecanismo de auto-regulacdo ndao é completamente entendido. Nao se
conhece o componente reconhecido pela macula densa (os mais provaveis sdo o
Na®, o CI, o Ca™ ou a osmolaridade total) ou a substancia vasoativa liberada pelo
aparelho justaglomerular e que age localmente provocando vasoconstricgdo das
arteriolas aferentes (suspeita-se da participacdo de adenosina, prostaglandinas ou

cininas).

O RFG é determinado pelo clearance de um marcador glomerular que deve
ser livremente filtrado através dos capilares glomerulares; ndo ser reabsorvido ou
secretado pelo tubulo renal e, quando em infusdo, nao altere o ritmo de filtracédo

glomerular.

O marcador glomerular ideal € a inulina, um polimero de frutose com peso
molecular de aproximadamente 5.000 daltons que nao se liga as proteinas
plasmaticas e ¢é livremente filtrada através da parede do capilar glomerular passando
completamente inerte pelo tubulo renal. Assim, a quantidade de inulina filtrada é
exatamente igual a quantidade excretada na urina. Outro marcador para o RFG, a
creatinina enddégena nao € um marcador perfeito, pois é secretada em pequenas

quantidades e isso superestima ligeiramente o RFG.

A filtracdo glomerular resulta na produgdo de grandes quantidades de
ultrafiltrado do plasma, cerca de 180L/dia. Se fosse excretado sem modificacbes
haveria perdas excessivas na urina de agua, eletrdlitos e glicose. O mecanismo de
reabsorcdo nas ceélulas epiteliais do tubulo renal, entdo, re-introduz estas
substancias a circulagdo (COSTANZO, 2004).

O controle hormonal auxilia a regulagdo dos volumes de liquidos corporais e
concentragdo de soluto exercidos pelos rins. Os principais horménios envolvidos
neste controle sdo aldosterona (que atua em nivel distal aumentando a reabsorgao

de sodio e agua); a angiotensina Il (atua da mesma forma que a aldosterona, mas
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em nivel proximal); o horménio antidiurético (promove a reabsor¢do de agua no
tubulo coletor) e o peptideo natriurético atrial (secretado pelos atrios em resposta a
um aumento da pressédo arterial, promovendo relaxamento do musculo liso vascular
e diminuindo a reabsorc¢ao de sédio e agua). Além destes, o hormdnio paratireoideo
atua em diferentes regides do néfron regulando as concentragdes de fosfato e calcio
(GUYTON e HALL, 1997 e COSTANZO, 2004).

Fisiologia de Leito Mesentérico

Cada 6rgao apresenta uma microcirculagdo organizada de forma a atender
suas necessidades. Em geral, cada artéria nutridora, ao entrar no 6rgao, se ramifica
em arteriolas com diametro interno com menos de 20um. As arteriolas, entdo, se

ramificam até atingir 5 a 9um, suprindo sangue para os capilares.

O leito vascular mesentérico irriga a regidao esplancnica levando o sangue
através da arteriola para uma série de metarteriolas (arteriolas terminais) que levam
0 sangue aos capilares preferenciais (calibrosos) e verdadeiros (delgados) de onde o
sangue retorna a circulagdo geral através das vénulas. As metarteriolas néao
apresentam capa muscular continua, mas apenas fibras musculares lisas que

circundam o vaso em pontos intermitantes (GUYTON e HALL, 1997).

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

Variagdes no fluxo de sangue a um dado 6rgao séo alcangadas pela alteracéo
da resisténcia arteriolar. Os mecanismos que regulam o fluxo de sangue aos varios
orgaos sao classificados como controle local (intrinseco) e controle neural ou
hormonal (extrinseco). O controle local é exercido pela agdo direta de metabdlitos

locais sobre a resisténcia arteriolar, enquanto o controle neural inclui mecanismos
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como a agao do sistema nervoso simpatico sobre o musculo liso vascular e agdes de
substancias vasoativas, como histamina, bradicinina e prostaglandinas
(COSTANZO, 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

A peconha de quase todos os escorpides tem levado pesquisadores do
mundo inteiro a estudar as acdes do veneno e suas fragdes, na perspectiva da
utilizacdo como ferramenta farmacoldgica e investigacdo de algum principio ativo na

terapéutica.

S&o notificados anualmente cerca de oito mil acidentes com escorpides no
Brasil, sendo 50% destas notificacbes procedentes dos estados de Sio Paulo e
Minas gerais (PARDAL et al., 2003). Entretanto, tem sido registrado um aumento
significativo de casos provenientes dos estados da Bahia, Rio Grande do Norte,
Alagoas e Ceara (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

O Tityus serrulatus, de maior frequéncia na América do Sul é o responsavel
pelos acidentes com maior gravidade, com a letalidade variando em torno de 0,6%,

principalmente em criangas menores de 14 anos (ANDRADE FILHO et al., 2001).

Do ponto de vista de saude publica, tem sido preocupante o aumento da
dispersédo de T. serrulatus ja sendo descritos casos no Recéncavo Baiano, Ceara,
Distrito Federal e norte do Parana. Esta dispersao tem sido explicada em parte pelo
fato da espécie se reproduzir por partenogénese (FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 2001; INSTITUTO BUTANTAN, s/d).

Os estudos sobre as propriedades quimicas dos venenos escorpidnicos tém
sido realizados com maior frequéncia com as peconhas de T. serrulatus e T.
bahiensis. O estudo de Lira-da-Silva (2000) aponta para semelhancgas na gravidade
do envenenamento por T. serrulatus e T. stigmurus, exceto no numero de obitos e
complicagdes ocasionados por esta ultima espécie (registro de um unico caso de

Obito em uma crianga picada por T. stigmurus, em 1983, na cidade de Recife, PE).

Os efeitos do veneno de T. serrulatus sobre a fisiologia renal humana
aumentaram os parametros renais, uréia e creatinina (ANDRADE FILHO et al.,
2001), além da presencga de congestéo peritubular e diminuicdo do volume urinario
(NUNAN, 2003).
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Os casos de escorpionismo no Ceara tém uma alta incidéncia, principalmente
em criangas abaixo de 14 anos, demonstrando a necessidade de um levantamento

epidemiologico na regio.

Embora a espécie predominante no Ceara seja Tityus stigmurus, optamos,
inicialmente, em trabalhar com o veneno de Tityus serrulatus, também presente em
nosso Estado (INSTITUTO BUTANTAN, s/d), sendo a espécie relacionada aos

casos de maior gravidade e oObito, principalmente em criangas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos biolégicos causados pelo veneno do escorpidao Tityus

serrulatus.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar um levantamento epidemiolégico dos acidentes ocasionados por

escorpides no Estado do Cear3;
e Estudar a toxicidade aguda induzida pelo veneno de Tityus serrulatus;
e Estudar os efeitos renais induzidos pelo veneno de Tityus serrulatus;

e Avaliar as alteragdes histoldgicas renais causadas pelo veneno de Tityus

serrulatus;

e Estudar os efeitos vasculares promovidos pelo veneno de Tityus

serrulatus;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

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”.

4.2 VENENO E DROGAS UTILIZADAS

O veneno de Tityus serrulatus liofilizado foi gentiimente cedido pelo Dr.
Marcus H. Toyama, Universidade Estadual Paulista (UNESP). As drogas e sais

foram obtidos da Sigma (USA) com alto grau de pureza.

4.3 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO

O levantamento epidemioldgico foi realizado a partir das informagdes contidas
nas fichas de notificacdo de acidentes por animais peconhentos (anexo B) de
pacientes atendidos no Centro de Atendimento Toxicolégico (CEATOX) do Hospital

Dr. José Frota em Fortaleza, durante os anos de 2003 e 2004.

Os dados obtidos das fichas foram: data do atendimento, sexo e idade do
paciente, municipio de ocorréncia, bairro da cidade de Fortaleza, classificagdo do

acidente (leve, moderado ou grave) e evolugao clinica do paciente (cura ou 6bito).

4.4 PROTOCOLO DE TRATAMENTO in vivo — TOXICIDADE AGUDA

Ratos wistar machos foram divididos em dois grupos de sete animais cada. O
grupo | (G-I) foi utilizado como controle e recebeu o veiculo de dissolugdo do veneno
(salina 0,1mL/100g i.p). O grupo Il (G-ll) foi tratado com veneno de T. serrulatus na

dose de 300 ug/Kg, no volume de 0,1mL/100g; i.p.
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Os animais foram submetidos a uma coleta sanguinea inicial (coleta Oh) para
determinacgao dos niveis bioquimicos basais. Apds um periodo de recuperagao de
24 horas, os animais receberam a administragcdo de salina (G-1) e veneno de Tityus
serrulatus (G-Il). A seguir, foram realizadas novas coletas 2, 48 e 96 horas apos a
administracao intraperitoneal em ambos os grupos. Os animais foram previamente
anestesiados com éter e as coletas ocorreram através do plexo orbital ocular,

utilizando heparina (1:50) como anticoagulante.

O sangue foi utilizado para determinagéo de alteragdes bioquimicas (glicemia,

uréia, creatinina, sodio e potassio) induzidas pelo veneno de T. serrulatus nos ratos.

4.5 PERFUSAO DE RIM ISOLADO

45.1 Sistema utilizado

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da fungao renal
levou inumeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdao de rim
isolado. O nosso sistema consiste na perfusao de rim isolado com recirculagao
(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 utilizagédo de albumina na solugao
perfusora, em menor volume, mantendo constante as substancias dialisaveis com

oxigenagao adaptada ao proprio sistema (Figuras 10 e 11).

Catabolhas
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Figura 7: Desenho esquematico do sistema de perfusédo de rim isolado (LAFAVET)
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Figura 8: Foto do sistema de perfusao de rim isolado (LAFAVET-UFC)

4.5.2 Calibracao do sistema

O sistema foi calibrado sempre antes do inicio dos experimentos. Foi avaliado
em cada uma das bombas a pressao de perfusédo (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 12, 13 e 14, a seguir.
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Figura 9: Valores de pressao de perfusdo (PP) registrados durante a calibragdo do

sistema (n = 6)
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Figura 10: Valores registrados pelo Fluxémetro (L/h) durante a calibragdo do

sistema (n=6)
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Figura 11: Valores de volume urinario (mL/min) registrados durante a calibragédo do

sistema (n = 6)
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4.5.3 Solucgéao perfusora

A solugao 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).

4.5.4 Técnica cirargica

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

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

ApOs assepsia da parede abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana e
duas incisbes perpendiculares a linha alba, para uma melhor observacado das
estruturas anatdmicas. Rebateram-se as visceras abdominais para o lado esquerdo,

a fim de facilitar a visualizagao do rim direito e estruturas circunvizinhas (figura 15).

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 canula.

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

o sistema de perfuséo in vitro, sem interrupg¢ao do fluxo.
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Figura 12: Procedimento cirurgico para retirada de rim isolado de rato. A: isolamento
da artéria femural para administracao de manitol; B: isolamento e fixacdo da canula
ao ureter; C: isolamento das artérias mesentérica e renal; D: canula fixada a artéria

renal (LAFAVET-UFC).
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4.5.5 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados apds a estabilizacdo e adaptacédo do érgao
as novas condi¢des. Os 30 min iniciais foram utilizados como controle interno. Apds
este periodo foi adicionado o veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes
de 1, 3 e 10 yg/mL (n=6 por dose). A cada cinco minutos foram registrados a
pressdo de perfusdao e o fluxo de perfusdo em mandmetro e fluxdbmetro,
respectivamente, em um periodo total de 120 min. As amostras de urina e perfusato
foram coletadas a cada dez minutos e depois congeladas a -20 °C para posterior
dosagem de sédio, potassio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes na

determinacao dos parametros de funcao renal.

4.5.6 Analises bioquimicas

Em amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sdodio 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 hidrdlise direta,
conforme Walser e cols. (1955) e Fonteles e cols. (1983), com modificagdes que
reduziram as quantidades de amostras e reagentes utilizados. A osmolaridade das
amostras de urina e perfusato foi medida utilizando um osmdmetro (Osmémetro de
Pressdo a Vapor - modelo 5100c WESCOR). Os testes bioquimicos para
determinacdo de glicemia, uréia e creatinina, foram realizados por técnica
enzimatico-colorimétrica, seguindo as recomendagdes do fabricante (Labtest). As
determinagdes hematoldgicas (eritrécitos, leucdcitos, hematdcrito e hemoglobina),
foram realizadas em aparelho de semi-automagado CELL DYN 500. Todos os testes
bioquimicos foram realizados no Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas

da Universidade Federal do Ceara e na Unidade de Pesquisas Clinicas.

4.5.7 Calculos de parametros funcionais renais

O quadro 2 apresenta as férmulas utilizadas para determinagdo de
parametros funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES,
1980).
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Quadro 2: Calculos para determinagao de parametros funcionais renais.

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

2. PP (mmHg) = Presséao de perfusao. Leitura em manémetro

3. RFG (mL.g™*.min™) = Ritmo de filtrac&o 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 perfus&o renal (registrado a cada 10 min/peso do
rim/intervalo de tempo)

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

6. FNa" (uEq.g™. min™) = Sédio filtrado
FNa"= RFG x PNa" (PNa" = Concentragéo de sodio no perfusato)

7. ENa* (uEq.g™. min™) = Sédio excretado
ENa® = FU x UNa® (UNa" = Concentragdo de sédio na urina)

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

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

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

11. FK* (uEq.g™. min™) = Potéssio filtrado
FK" = RFG x PK" (PK" = concentragdo de potassio no perfusato)

12. EK* (uEg.g™. min™) = Potéssio excretado
EK" = FU x UK" (UK" = Concentracéo de potassio na urina)

13. TK* (uEq.g™. min™) = Potassio transportado
TK" = FK* x EK*

14. %TK" = Percentual de potéassio transportado
%TK" = TK" x 100 / FK*

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

16. % TCI" = Percentual de cloreto transportado
% TCI~=TClI"x100/F TCI ~
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4.5.8 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
desidratagcédo e diafanizagdo, e em seguida cortados, em uma espessura de Sum.
Foram realizadas coloragdes de hematoxilina-eosina (HE) e as laminas analisadas
através de um microscéopio Optico (NIKON). Também foi realizado o estudo
histolégico nos rins perfundidos somente com solugdo de Krebs-Henseleit

modificada (controle perfundido).

4.6 PERFUSAO DE LEITO VASCULAR ISOLADO

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 abdome, a artéria mesentérica superior foi isolada e canulada
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 16 e 17) com solu¢do de krebs
contendo: 114,0mM de NaCl; 4,96mM de KCI; 1,24mM de KH,PO4 0,5mM de
MgS0O4.7H,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 variagdo da presséo foi mensurada pela média das pressodes
de perfusdo através de um transdutor (Statham P23, Gould, Oxnard, CA, USA)
conectado ao sistema. As variagdes na pressao de perfusdo foram continuamente
grafadas por um fisiografo quatro-canais (Narco BioSystems, Houston, TX, USA).
Com isso, analisamos o efeito vascular do veneno de Tityus serrulatus
(10pg/mL/min.; n = 6), infundido a uma taxa constante de 0,1mL/min, comparado

com a infusdo do veiculo sozinho.
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VENEN0DS

Leito vascular
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Figura 13: Desenho esquematico do sistema de perfusdo de leito vascular

mesentérico (LAFAVET-UFC).

Figura 14: Foto do sistema de perfuséo de leito vascular mesentérico (ISCB-UECE).
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4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram mostrados como média * erro padrao de seis experimentos
em cada grupo. Diferencas entre os grupos foram comparadas utilizado teste t de
Student ou Anadlise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Mann-Whitney com

significancia de 5%.

4.8 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 Ceara.



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Levantamento Epidemiolégico

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. Todos
estes acidentes ocorreram nos limites do estado do Ceara, principalmente Fortaleza

e regidao metropolitana (figura 15).
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Figura 15: Mapa da Regido Metropolitana de Fortaleza e municipios vizinhos com
registro de acidentes escorpidnicos no periodo 2003-2004 (<www.ceara.com.br>).
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Os resultados demonstram que os acidentes por escorpides sao frequentes o
ano inteiro (figura 16), ocorrendo predominancia no sexo feminino (60,14%) e faixa
etaria entre 15 a 29 anos (28%), enquanto criangas abaixo de 14 anos foram vitimas
em 21% dos casos. Os acidentes geralmente ocorrem quando se manuseia material
de construgdo ou entulho, em residéncias, e foram registrados acidentes em
praticamente todos os bairros de Fortaleza. Os bairros com o maior niumero de

casos (>40 casos no biénio) encontram-se destacados na figura 17.
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Figura 16: Registro do numero de casos de acidentes escorpidénicos no Ceara de
acordo com os meses entre 2003-2004.
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Figura 17: Bairros com numero de casos (>40 casos) de acidentes escorpidnicos
em Fortaleza, registrados no periodo de 2003-2004, marcados em vermelho: Centro
(97 casos), Barra do Ceara (53 casos), Monte Castelo (44 casos) e Jacarecanga (43

casos) (<www.ceara.com.br>).
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Os casos foram considerados leves em 68,77% dos acidentes, 0,59%

moderados, 4,68% foram considerados n&o intoxicados e 25,96% ignorados.

Nenhum dos casos foi considerado grave e nado houve registro de ébito durante o

periodo estudado.
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5.2 Toxicidade aguda

Com este estudo foi observado um aumento da glicemia 48 e 96 horas apds a
administracdo do veneno de T. serrulatus quando comparado aos controles nos

mesmos periodos, como demonstrado na tabela 3/figura 18.

Também foi observado uma elevagao da creatinina sérica 2, 48 e 96 horas

apo6s a administragao do VTs (tabela 4/figura 19).

Os niveis de uréia elevaram-se significativamente em 96 horas quando

comparado ao controle, tabela 5/figura 20.

Os resultados obtidos demonstraram uma hipocalemia 2 e 48 horas apés a
administracdo do veneno que foi revertida a uma hipercalemia em 96 horas (tabela
6/figura 21).

O sdbdio, entretanto, ndo mostrou alteragbes significativas nos diferentes

tempos de coleta em relagéo aos controles, conforme tabela 7.
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Tabela 3: Valores de glicemia (mg/dL) nos tempos 2, 48 e 96 horas apds a
administragdo de 300ug/kg de veneno de Tityus serrulatus (VTs) em ratos (i.p.; n=7).

Coleta Oh Coleta 2hs Coleta 48hs Coleta 96hs
Controle 94,33 + 4,81 98,33 +4,19 107,0 + 2,31 102,7 + 5,41
VTs 95,96 + 6,11 87,55 + 5,26 140,4 + 10,85 * 132,1+4,98 *

* p<0,05 comparado ao controle no mesmo periodo

200+ *p < 0’05

Glicose (mg/dL)
3

Controle Oh Veneno Oh Controle 2h Veneno 2h Controle 48h Veneno 48h Controle 96h Veneno 96h

Figura 18: Valores de glicemia (mg/dL) nos tempos 2, 48 e 96 horas apds a
administragcdo de 300ug/kg de veneno de Tityus serrulatus (VTs) em ratos (i.p.; n =
7), comparados ao controle (n = 7) com *p<0,05.
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Tabela 4: Valores de creatinina sérica (mg/dL) nos tempos 2, 48 e 96 horas apos a
administragdo de 300ug/kg de veneno de Tityus serrulatus (VTs) em ratos (i.p.; n=7).

Coleta Oh Coleta 2hs Coleta 48hs Coleta 96hs
Controle 0,49 + 0,05 0,50 + 0,02 0,54 + 0,03 0,50 + 0,03
VTs 0,40 £ 0,02 0,63+0,02* 0,80 +0,03* 0,83+0,02*

* p<0,05 comparado ao controle no mesmo periodo

N

o

o
|

*p < 0,05 *
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o
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|
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Controle Oh Veneno Oh Controle 2h Veneno 2h Controle 48h Veneno 48h Controle 96h Veneno 96h

Figura 19: Valores de creatinina sérica (mg/dL) nos tempos 2, 48 e 96 horas apods a
administragao de 300ug/kg de veneno de Tityus serrulatus (VTs) em ratos (i.p.; n=7),
comparados ao controle (n = 7) com *p<0,05.
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Tabela 5: Valores de uréia sérica (mg/dL) nos tempos 2, 48 e 96 horas apods a
administragdo de 300ug/kg de veneno de Tityus serrulatus (VTs) em ratos (i.p.; n=7).

Coleta Oh Coleta 2hs Coleta 48hs Coleta 96hs
Controle 39,29 +2,70 4291+ 1,37 44 41 + 2,43 44 14 + 1,81
VTs 4291 + 1,37 40,74 + 0,74 4578 + 3,33 50,63 + 3,44 *

* p<0,05 comparado ao controle no mesmo periodo

75+

*n < 0,05

(&)
o
|

Uréia (mg/dL)
o

Controle Oh  Veneno Oh  Controle 2h  Veneno 2h Controle 48h Veneno 48h Controle 96h Veneno 96h

Figura 20: Valores de uréia sérica (mg/dL) nos tempos 2, 48 e 96 horas apds a

administracao de 300ug/kg de veneno de Tityus serrulatus (VTs) em ratos (i.p.; n =
7), comparados ao controle (n = 7) com *p<0,05.
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Tabela 6: Valores de potassio sérico (mEg/L) nos tempos 2, 48 e 96 horas apos a
administragdo de 300ug/kg de veneno de Tityus serrulatus (VTs) em ratos (i.p.; n=7).

Coleta Oh Coleta 2hs Coleta 48hs Coleta 96hs
Controle 4,63 +0,15 4,50 + 0,27 467 +0,16 4,27 +0,19
VTs 457 +0,15 3,58+0,09* 3,74+0,19* 4,74 +0,36 "

* p<0,05 comparado ao controle no mesmo periodo
# p<0,05 comparado ao veneno no periodo de 2hs

7.5- ‘< 0,05

5.0+

2.5+

Potassio (mEg/L)

0.0-
Controle Oh Veneno Oh Controle 2h Veneno 2h Controle 48h Veneno 48h Controle 96h Veneno 96h

Figura 21: Valores de potassio sérico (mEg/L) nos tempos 2, 48 e 96 horas apés a
administracdo de 300ug/kg de veneno de Tityus serrulatus (VTs) em ratos (i.p.; n =
7), comparados ao controle (n = 7) com *p<0,05.
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Tabela 7: Valores de sodio sérico (mEQ/L) nos tempos 2, 48 e 96 horas apos a
administragdo de 300ug/kg de veneno de Tityus serrulatus (VTs) em ratos (i.p.; n=7),
quando comparado ao controle (coleta anterior a administragdo do veneno). p >
0,05.

Coleta Oh Coleta 2hs Coleta 48hs Coleta 96hs

Controle 150,30 + 2,02 146,80 + 1,40 148,70 + 1,02 159,30 * 3,16

VTs 149,40 + 6,98 143,00 * 3,59 147,90 £ 1,18 155,10 £ 8,57

5.3 Perfusédo de rim isolado

Com a realizagao deste estudo pode-se observar um aumento na pressao de
perfusdo aos 60 minutos nas trés doses estudadas quando comparadas ao controle
interno (C) no mesmo periodo (PPc = 108,27 + 4,88 mmHg; PP1yg/mL = 156,00 £
19,60 mmHg*; PP3g/mL = 150,10 + 18,40 mmHg*; PP1oug/mL = 145,8 £ 17,80
mmHg*; *p<0,05). Este aumento, entretanto, foi passageiro (cessou 5 a 10 minutos
apo6s a adicdo do veneno) retornando aos niveis basais na concentragcdo de
10ug/mL e diminuindo significativamente nas concentragdes de 1 e 3ug/mL (tabela
8/figura 22).

A resisténcia vascular renal também foi aumentada significativamente aos 60

minutos de experimento (RVRC = 5,57 + 0,49 mmHg/mL.g".min"; RVR1yg/mL =
8,35 £ 1,34 mmHg/mL.g".min™*; RVR3g/mL = 7,51 + 0,96 mmHg/mL.g".min""*;
RVR10pg/mL = 7,52 + 0,86 mmHg/mL.g".min""*; *p<0,05), normalizando logo a

seguir, conforme a tabela 9/figura 23.

A tabela 10/figura 24 demonstra o comportamento do fluxo urinario que
elevou-se aos 60 minutos nas concentragdes de 1 e 3ug/mL de VTs (FUc = 0,158 £
0,015 mL.g".min""; FUqyg/mL = 0,194 £ 0,019 mL.g".min™; FU3ug/mL = 0,182 +
0,015 mL.g™".min™"*; *p<0,05). A concentracéo de 10ug/mL , ao contrario, reduziu o

fluxo urinario neste periodo (FU1opg/mL = 0,131 £ 0,018 mL.g".min™"*; *p<0,05). A



64

partir disto o fluxo foi significativamente reduzido nas trés concentracdes

administradas.

O ritmo de filtragdo glomerular foi significativamente aumentado aos 60
minutos pelas concentragdes de 1 e 3ug/mL (RFGC = 0,707 + 0,051 mL.g™".min™";
RFG1ug/mL= 1,004 £ 0,165 mL.g™".min™*; RFG3yg/mL= 0,890 * 0,104 mL.g™".min™"*;
*p<0,05), enquanto ndo mostrou alterou alteragcbes com a concentracéo de 10ug/mL.
Entretanto, aos 90 minutos houve um decréscimo deste parametro induzido somente
pela menor dose de VTs (1ug/mL) e aos 120 minutos, a trés doses do veneno de T.
serrulatus reduziram significativamente o RFG, conforme pode ser observado na
tabela 11/figura 25.

O transporte tubular de sodio foi alterado somente aos 90 minutos de
perfusdo sofrendo elevagao significativa com a concentragdo de 3ug/mL de VTs
(%TNa’c = 79,26 £ 0,90%; %TNa"1ug/mL = 78,49 £ 1,78%; %TNa"3g/mL = 82,70
t+ 0,75%%; °/oTNa+1ng/m|_ = 80,97 £ 1,35%; *p<0,05), que foi mantido aos 120
minutos. A menor concentracao (1ug/mL), entretanto, promoveu uma diminui¢cao do

transporte ao final do experimento (tabela 12/figura 26).

O transporte de potassio nao foi afetado por nenhuma das concentragdes de

veneno administradas, conforme tabela 13/figura 27.

De acordo com a tabela 14/figura 28, houve uma reducdo significativa do
transporte de cloretos ocasionada aos 60 minutos pela administracdo de VTs nas
concentracdes de 1 e 3ug/mL (%TClI'c = 81,25 £ 2,44%; %TCl1ug/mL = 73,16 +

4,61%*; %TCI'3pg/m|_ =76,02 + 2,32%*; *p<0,05), enquanto aos 120 minutos houve

diminuicao significativa do transporte de cloreto induzida por 1ug/mL de VTs (%TCI
C = 78,53 +2,33%; %TCl'1ug/mL = 68,48 + 4,49%"; *p<0,05).

O transporte tubular proximal de sédio, tabela 15/figura 29, foi reduzido aos
90 (%pTNa'c = 77,33 = 1,33%; %pTNa+1“g/m|_ = 73,91 £ 2,08%*; *p<0,05) e 120
minutos na concentragdo de 1ug/mL (%pTNa‘c = 78,18 + 1,97%; %pTNa+1“g/m|_
=71,18 £ 1,96%*; *p<0,05).
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Avaliando o transporte tubular proximal de potassio (tabela 16/figura 30),
verificamos que a concentragao de 10ug/mL de VTs elevou o transporte aos 90
minutos (%pTK'c = 50,66 + 4,57%; %pTK+1opg/m|_ = 59,79 = 2,88%"*; *p<0,05)
enquanto o mesmo foi reduzido aos 120 minutos pela concentracdo de 1ug/mL
(%pTNa'c = 52,30 + 2,08%; %pTNa*4 ug/mL = 44,34 £ 4,18%"; *p<0,05).

Houve uma redugao significativa do transporte tubular proximal de cloretos

causada pela concentragdo de 1ug/mL de VTs nos tempos de 90 (%pTCl'c = 76,58
+ 1,20%; %pTCl1pg/mL = 66,69 + 4,62%"; *p<0,05) e 120 minutos (%pTCI'Cc =
76,36 + 2,47%; %pTCl1ug/mL = 64,33 + 4,91%"; *p<0,05) de experimento, como

pode ser observado na tabela 17/figura 31.

A tabela 18/figura 32 mostra a excregdo de sodio onde houve um aumento

significativo aos 60 minutos apds a administragdo de VTs 1 e 3ug/mL (ENa'c =
14,24 + 1,72 uEq.g".min™"; ENa"1yg/mL = 22,20 £ 3,21 pEq.g™.min™; ENa*3g/mL

= 21,03 + 3,14 pEq.g”.min™"™*; *p<0,05), seguida de uma diminuigdo da excrecdo

induzida pelas dose de 0,1 e 10ug/mL nos tempos de 90 (ENa'c = 16,87 + 2,18
uEq.g".min™; ENa"qpg/mL = 13,39 £ 1,19 pEq.g".min™; ENa*1oug/mL = 11,64 *

2,07 uEq.g™".min™"*; *p<0,05) e que foi mantido aos 120 minutos.

A excrecéo de potassio (tabela 19/figura 33) foi significativamente diminuida

pelas trés concentragbes de veneno administradas, nos tempos de 90 (EK'c = 0,90
+ 0,05 uEq.g™.min"; EK"1ug/mL = 0,72 + 0,07 uEq.g™ .min™*; EK'3g/mL = 0,58 *
0,14 pEq.g".min™; EK'{opg/mL = 0,70 + 0,11 pEq.g”".min™; *p<0,05) e 120
minutos (EK'c = 0,84 + 0,06 pEq.g".min™"; EK"{g/mL = 0,56 + 0,11 uEq.g™".min”™;
EK'3ug/mL = 0,55 0,14 nEq.g™".min™; EK"1opg/mL = 0,64 + 0,10 uEq.g™".min™™;
*p<0,05).

O cloreto excretado n&o mostrou alteragbes com a adicdo de VTs em

nenhuma das concentracdes, quando comparado ao controle interno, conforme a
tabela 20/figura 34.
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Tabela 8: Pressédo de Perfusdao (PP; mmHg) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes de 1, 3 e 10
ug/mL.

Tempo 30’ 60’ 90’ 120’
(minutos)

Controle 110,11 £ 3,68 108,27 + 4,88 108,69 + 5,09 110,28 + 3,69
VTs 1pg/mL 111,20+ 2,80 156,00 £19,60* 92,60+3,00* 92,70+£4,50*
VTs 3pg/mL 113,30+1,40 150,10+18,40* 96,40+6,40* 97,90+7,50*

VTs 10pg/mL 112,40 £+ 2,20 145,80+17,40* 105,60 + 5,80 106,90 + 8,40

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

200+

-
(o)
<

PP(mmHg)
S

50-

30 60 90 120
Tempo (minutos)
I Controle B VTs 1pg/mL EEEEVTs 3ug/mL EEVTs 10ug/mL

Figura 22: Presséo de Perfusdo (PP) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL.
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com p<0,05.
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Tabela 9: Resisténcia Vascular Renal (RVR) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n=6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes de 1, 3 e 10 ug/mL.

(r:ien"l]foos) 30’ 60 90’ 120°

Controle 5,39+ 0,48 5,57 £ 0,49 5,32 + 0,57 5,48 + 0,53
VTs 1ug/mL 5,95+ 0,50 8,35+1,34~ 4,98 + 0,46 5,00 + 0,51
VTs 3ug/mL 5,56 + 0,27 751+0,96 4,90 + 0,39 4,98 + 0,45
VTs 10ug/mL 5,88 + 0,33 7,52+0,86 " 5,54 + 0,46 5,65 + 0,61

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

RVR (mmHg/mL.gt.min™)

60 90 120
Tempo (minutos)

B Controle B VTs 1ug/mL BB VTs 3ug/mL EEEVTs 10ug/mL

Figura 23: Resisténcia Vascular Renal (RVR) nos grupos controle (n = 6) e tratados
(n=6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes de 1, 3 e 10 ug/mL.
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com p<0,05.
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Tabela 10: Fluxo Urinario (FU) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com
veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes de 1, 3 e 10 ug/mL

Tempo

. 30’ 60’ oU 120’
(minutos)

Controle 0,139+£0,009 0,158 +0,015 0,164 £0,027 0,160 + 0,020
VTs 1ug/mL 0,139+ 0,004 0,194 +0,019* 0,122 +0,007 * 0,104 + 0,011 *
VTs 3ug/mL 0,140 + 0,005 0,182+0,015* 0,121+£0,010* 0,109 +0,015*

VTs 10pg/mL 0,147 £ 0,011 0,131+0,018 0,119+0,013* 0,109 +0,013 *

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

0.25+

o o o
= = N
T T T

FU (mL.gt.min™)

o
o
T

60 90 120
Tempo (minutos)

N Controle EEVTs 1pug/mL BB VTs 3ug/mL EEEVTs 10ug/mL
Figura 24: Fluxo Urinario (FU) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com

veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes de 1, 3 e 10 ug/mL. Valores
comparados ao controle nos mesmos periodos com p<0,05.
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Tabela 11: Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragbes de 1, 3 e

10 ng/mL.

Tempo 30’ 60’ 90’ 120’
(minutos)

Controle 0,701 +£0,073 0,707 £ 0,051 0,633 + 0,051 0,697 + 0,084
VTs 1pg/mL 0,659 + 0,046 1,004 +0,165* 0,483 £0,051* 0,298 + 0,042 *
VTs 3ug/mL 0,712+ 0,055 0,890 +0,104* 0,539 +0,047 0,457 + 0,050 *

VTs 10pg/mL 0,671 +£0,076  0,585+0,097 0,590 +0,080 0,467 0,062 *

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

1.2 *

RFG (mL.gt.min)
o
+

o
e

o
<

30 60 90 120
Tempo (minutos)

I Controle I VTs 1ug/mL B VTs 3ug/mL EEEVTs 10pug/mL

Figura 25: Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG) nos grupos controle (n = 6) e
tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragbes de 1, 3 e
10 ug/mL. Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com p<0,05.
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Tabela 12: Percentual de Transporte Tubular de Sodio (%TNa®) nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes

de 1,3 e 10 ug/mL.

Tempo 30’ 60’ 90’ 120’
(minutos)

Controle 81,94 £ 1,24 81,11 £1,52 79,26 £ 0,90 79,76 £ 0,56
VTs 1pg/mL 83,05 + 1,21 80,39 + 2,43 78,49 £1,78 73,74 +2,57*
VTs 3ug/mL 82,28 + 1,05 81,88 +1,12 82,70+ 0,75* 81,56+0,87*

VTs 10pg/mL 80,37 £ 1,38 79,44 £0,73 80,97 £ 1,35 80,54 + 1,49

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

100+

% TNa'

60 90 120
Tempo (minutos)

BN Controle HEEEEVTs 1ug/mL B VTs 3ug/mL EEEVTs 10pug/mL

Figura 26: Percentual de Transporte Tubular de Sédio (%TNa®) nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes
de 1, 3 e 10 pg/mL. Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com
p<0,05.
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Tabela 13: Percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK") nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas
concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL.

Tempo

(Minutos) 30’ 60’ 90’ 120’

Controle 69,13 £4,14 69,04 £ 5,68 71,84 £ 4,21 69,94 + 6,86
VTs 1pg/mL 72,05 + 3,45 74,71 £ 4,29 66,43 + 4,06 59,10 + 5,96
VTs 3ug/mL 71,36 £ 2,29 76,34 + 3,74 74,80 + 4,68 74,04 + 3,38
VTs 10pg/mL 69,54 + 3,11 72,92 £ 2,20 74,26 £ 2,71 69,15 + 3,46

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

100+

% TK*

60 90 120
Tempo (minutos)

BN Controle BB VTs 1pg/mL B VTs 3ug/mL EE=VTs 10pug/mL

Figura 27: Percentual de Transporte Tubular de Potassio (%TK") nos grupos
controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas

concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL. Valores comparados ao controle nos mesmos
periodos com p<0,05.
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Tabela 14: Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (%TCI) nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes
de 1,3 e 10 ug/mL.

Tempo

) 30’ 60’ 90’ 120’
(minutos)

Controle 79,90 £ 1,03 81,25 £ 2,44 77,32 £2,22 78,53 £ 2,33
VTs 1pg/mL 77,04 £ 2,04 73,76 £+ 4,61 " 71,27 £4,23 68,48 +4,49*
VTs 3ug/mL 79,92 + 2,26 76,02+2,32* 76,99 + 2,00 76,96 + 2,45

VTs 10pg/mL 78,39 £ 1,70 78,33 +£0,78 80,77 £ 1,57 80,13 £ 1,55

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

100

% TCI'

60 90 120
Tempo (minutos)

B Controle B VTs 1ug/mL B VTs 3ug/mL EEERVTs 10pug/mL

Figura 28: Percentual de Transporte Tubular de Cloreto (%TCI) nos grupos controle
(n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes
de 1, 3 e 10 pg/mL. Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com
p<0,05.
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Tabela 15: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Saédio (%pTNa®’) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas

concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL.

Tempo 30’ 60’ 90’ 120’
(minutos)

Controle 77,69 £ 1,68 75,59 + 0,90 77,33 +£1,33 78,18 £ 1,97
VTs 1pg/mL 79,36 + 1,90 77,90 + 2,84 73,91+208* 71,18+£1,96*
VTs 3ug/mL 79,33 +1,28 79,65 + 1,57 79,80 £ 1,23 77,34 £1,15

VTs 10pg/mL 76,49 + 2,09 76,74 £ 1,31 76,60 £ 2,05 77,41 £1,81

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

100+

% pTNa"

60 90 120
Tempo (minutos)

N Controle B VTs 1ug/mL EEEEVTs 3ug/mL EEEVTs 10pug/mL

Figura 29: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Sodio (%pTNa®) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas
concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL. Valores comparados ao controle nos mesmos
periodos com p<0,05.
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Tabela 16: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Potassio (%pTK") nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas
concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL.

Tempo

) 30’ 60’ 90’ 120’
(minutos)

Controle 53,98 £ 4,05 52,68 + 4,86 50,66 + 4,57 52,30 £ 2,08
VTs 1pg/mL 54,36 + 4,05 58,21+ 4,74 47,86 + 4,36 4434 £ 4,18 *
VTs 3ug/mL 54,42 + 2,76 60,11 + 4,28 57,90 + 5,33 55,82 + 3,60

VTs 10pg/mL 54,33 £ 3,74 58,62 + 2,49 59,79+2,88 * 53,84 + 3,96

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

80

% pTK™

60 90 120
Tempo (minutos)

EN Controle B VTs 1ug/mL EEEEVTs 3pug/mL EE=3VTs 10ug/mL

Figura 30: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Potassio (%pTK") nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas
concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL. Valores comparados ao controle nos mesmos
periodos com p<0,05.
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Tabela 17: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Cloreto (%pTCI) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas
concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL.

Tempo

) 30’ 60’ 90’ 120’
(minutos)

Controle 76,81 £ 1,25 78,49 £ 2,90 76,58 £ 1,20 76,36 £ 2,47
VTs 1pg/mL 73,35+ 4,00 70,66 + 5,17 66,69 +4,62* 6433+£4,91*
VTs 3ug/mL 76,97 + 2,57 73,79 £ 2,93 74,09 + 2,87 72,74 £ 2,71

VTs 10pg/mL 73,16 £ 4,69 74,34 £ 3,23 78,75 £ 3,24 76,10 £ 3,22

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

90

60

% pTCI

304

60 90 120
Tempo (minutos)

BN Controle EEEEVTs 1pug/mL EEEEVTs 3ug/mL EE=VTs 10pug/mL

Figura 31: Percentual de Transporte Tubular Proximal de Cloreto (%pTCIl) nos
grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6) com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas
concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL. Valores comparados ao controle nos mesmos
periodos com p<0,05.
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Tabela 18: Excregdo de Sédio (ENa®) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes de 1, 3 e 10 ug/mL.

Tempo

. 30’ 60’ oU 120’
(minutos)

Controle 14,84 + 2,51 14,24 + 1,72 16,87 + 2,18 16,80 + 2,66
VTs 1ug/mL 13,88 + 0,61 22,20+3,21* 13,39£1,19* 11,94+1,89*
VTs 3ug/mL 15,61+ 1,16 21,03+ 3,14 13,07 + 2,34 12,48 + 3,26

VTs 10pg/mL 15,08 + 1,50 14,29 + 3,05 11,64 +2,07* 11,29+2,53*

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

30

)
T

ENa* (uEq.gt.min?
o
|

30 60 90 120
Tempo (minutos)

B Controle EEVTs 1ug/mL EEEEVTs 3ug/mL EEEVTs 10ug/mL

Figura 32: Excregéo de Sodio (ENa*) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragbes de 1, 3 e 10 ug/mL.
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com p<0,05.
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Tabela 19: Excregdo de Potassio (EK") nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes de 1, 3 e 10 ug/mL.

Tempo 30’ 60’ 90’ 120’
(minutos)
Contole 0904007  098+006  090+005  0,84+0,06
VTs 1ug/mL 0,93 + 0,09 1,16 + 0,18 0,72 +0,07 * 0,56 +0,11*

VTs 3ug/mL 0,86 £ 0,09 0,84 +£0,12 0,58+0,14* 0,55+0,14 *

VTs 10pg/mL 0,97 £ 0,10 0,76 £ 0,16 0,70£0,11* 0,64 +0,10*

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Figura 33: Excregéo de Potassio (EK") nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragcbes de 1, 3 e 10 ug/mL.
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com p<0,05.
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Tabela 20: Excregao de Cloreto (ECI’) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragdes de 1, 3 e 10 ug/mL.

(r:ien"l]foos) 30’ 60 90’ 120°

Controle 14,65 + 3,45 15,28 + 3,52 15,44 + 2,75 15,42 + 2,61
VTs 1ug/mL 13,40 £ 0,73 21,89 + 3,41 12,54 + 1,08 11,26 £ 1,80
VTs 3ug/mL 14,85 + 1,55 22,37 + 3,80 13,65 £ 1,98 13,15 + 3,51
VTs 10ug/mL 15,18 £ 1,2 14,29 + 3,13 11,25 +1,73 10,84 + 2,27

Resultados expressos em Média + EPM. *p<0,05
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Figura 34: Excrecao de Cloreto (ECI) nos grupos controle (n = 6) e tratados (n = 6)
com veneno de Tityus serrulatus (VTs) nas concentragcbes de 1, 3 e 10 ug/mL.
Valores comparados ao controle nos mesmos periodos com p<0,05.
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5.4 Leito vascular mesentérico

O veneno de T. serrulatus (VTs; 10ug/mL/min) induziu um aumento
significativo na pressao de perfusao do leito vascular mesentérico (tabela 21/figura
35).

Os valores da pressao de perfusdo variaram de 74.17+3.42mmHg (pressao
basal de estabilizagdo do leito) para 151.80£17.82mmHg* (*p<0,05) apds a infusao
do veneno. Este aumento corresponde a aproximadamente 60% da contragéo

maxima (205,3 + 19,25mmHg) do sistema, obtida com a infusdo de fenilefrina

(5uM/mL/min).

Para demonstrar que o veneno nao afetou a integridade do endotélio, utilizou-
se a demonstragao funcional da resposta relaxante induzida pela injecédo de 1uM de
acetilcolina aplicada a fase de platé da fase de vasoconstriccdo promovida pela
fenilefrina, onde a presséao foi reduzida a 100,7 + 9,81mmHg (representando 89 +

4,6% de diminuic&o)

O tempo de ocorréncia do efeito vasopressor do VTs é semelhante nos
sistemas de perfusdo de rim isolado e leito vascular mesentérico. Este aumento

agudo na pressao de perfusao falha apos 5-10 min de infuséo (Figura 36).



80

Tabela 21: Pressao de leito mesentérico em ratos tratados com veneno de Tityus
serrulatus (VTs; 10ug/mL/min; n=6); Fenilefrina (5uM/mL/min; n=6) e Acetilcolina

(1uM; em bolus; n=6).

Pressdo (mmHg)

Presséo basal (controle)
VTs (10pg/mL/min)
Fenilefrina (5uM)

Acetilcolina (1uM)

7417 + 3,42
151,8 + 17,82 (* #)
205,3 + 19,25 (* #)

100,7 £ 9,81(*)

Resultados expressos em Média + EPM,;

* p<0,05 em relagado a pressao basal,
#p<0,05 em relagao a acetilcolina.

250 A
* # p<0,05

200 -

150 A

PP (mmHgQ)

100 A

50 -

Basal

* #

Fenilefrina Acetilcolina

Figura 35: Pressao de leito mesentérico em ratos tratados com veneno de Tityus
serrulatus (VTs; 10ug/mL/min; n=6); Fenilefrina (5uM/mL/min; n=6) e Acetilcolina
(1TuM; em bolus; n=6). Resultados expressos em Média + EPM; * p<0,05 em relacéo
a pressao basal; #p<0,05 em relagao a acetilcolina.
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Figura 36: Tracado da pressdo de perfusdo de leito vascular mesentérico obtido
apos infusdo de veneno de Tityus serrulatus (VTs; 10ug/mL/min; n=6), Fenilefrina
(5uM/mL/min; n=6) e Acetilcolina (1uM; em bolus; n=6).
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5.5 Analise histopatolégica

Os achados histopatoldgicos indicaram presenca de material proteinaceo
depositado nos espagos urinarios e luzes tubulares de maneira nao dose

dependente.

A figura 37 mostra um corte histolégico de rim perfundido somente com
solucdo de Krebs-hanseleit mostrando que nao ha alteracbes provocadas pelo

veiculo.

Foi observado que o veneno de T. serrulatus propiciou o depésito de material
protéico nos tubulos e espagos urinarios quando comparado ao controle (rim nao
perfundido) nas trés doses de veneno estudadas 1ug/mL (figura 38), 3ug/mL (figura
39) e 10ug/mL (figura 40).

Na figura 41, observa-se evidente depdsito de material nos glomérulos e

tubulos, causados pela maior dose de veneno (10ug/mL).

Figura 37: Corte histopatolégico de rim perfundido somente com solugao de Krebs-
Hanseleit modificada (aumento 400x; n=6).
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Figura 38: Corte histolégico de rim perfundido com veneno de T. serrulatus na
concentragdo de 1ug/mL. A: controle (rim esquerdo n&o perfundido); B: agao do
veneno (rim direito perfundido). Moderada quantidade de depdsito protéico nos

espacos urinarios. (Aumento 400x; n=6).
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Figura 39: Corte histolégico de rim perfundido com veneno de T. serrulatus na
concentragdo de 3ug/mL. A: controle (rim esquerdo n&o perfundido); B: agao do
veneno (rim direito perfundido). Moderada quantidade de depdsito protéico nos

espacos urinarios. (Aumento 100x e 400x; n=6).
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Figura 40: Corte histolégico de rim perfundido com veneno de T. serrulatus na
concentragdo de 10ug/mL. A: controle (rim esquerdo nao perfundido); B: agcédo do
veneno (rim direito perfundido). Moderada quantidade de depdsito protéico nos

espacos urinarios. (Aumento 400x; n=6).
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Figura 41: Corte histolégico de rim perfundido com veneno de T. serrulatus na
concentragcdo de 10ug/mL. A: glomérulos e B: tubulos renais. Depdsito de material
protéico nos espagos urinarios e luzes tubulares. (Aumento 400x; n=6).
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6 DISCUSSAO

Em regibes climaticas e quentes como o Ceara, por exemplo, € nos meses
em que ocorrem aumento da temperatura e da pluviosidade, os acidentes parecem
ser bem mais freqlientes do que as estatisticas oficiais, podendo assumir um perfil

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

No nordeste, o problema do escorpionismo ainda € pouco conhecido
(excetuando-se registros esporadicos das Secretarias de Saude) sendo a espécie
mais relacionada aos acidentes o Tityus stigmurus (LIRA-DA-SILVA et al., 2000),
entretanto vem aumentando o numero de casos de acidentes associados ao T.
serrulatus principalmente nos estados do Piaui, Ceara Sergipe e Bahia (INSTITUTO
BUTANTAN, s/d).

Na Bahia, foram observados 1.208 casos durante o periodo de 1980 a 1990
enquanto no Ceara foram registrados 1518 acidentes no biénio 2003-2004.
Entretanto, o estado que registra o maior numero de acidentes escorpibnicos é
Minas Gerais, chegando a registrar mais de mil casos/ano (SILVA, 1992,
LOURENCO e CUELLAR, 1995).

A cidade de Fortaleza com uma area de 313,8 km? e densidade populacional
de 6263,58 habitantes/km? segundo o censo de 2000 (BRASIL, 2000), detém o

maior numero de casos de acidentes escorpidnicos registrados no estado do Ceara.

O veneno de Tityus serrulatus € um complexo composto por proteinas com
atividade hialuronidasica, aminoacidos livres e sais. Possui atividade neurotdxica
tecidual, devido a ag&o nos sitios especificos dos canais de sédio pos-ganglionares.
Quando as membranas s&o despolarizadas, ocorre uma liberacdo de
neurotransmissores e descarga autonOmica maci¢ca, com efeitos adrenérgicos e
colinérgicos, de intensidades variaveis, em diferentes 6rgaos e tecidos (ANDRADE
FILHO et al., 2001).

Freire-Maia e Campos (1988) descreveram diversos efeitos fisiopatoldgicos
no envenenamento escorpidnico, tais como hipertensédo arterial (por liberagdo de

catecolaminas); arritmias cardiacas; cardiotoxicidade direta (o veneno levaria a
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miocardite toxica com areas de necrose, 0 que levaria ao aumento da demanda de
oxigénio); hipotensao arterial (secundaria a hipovolemia gerada pelo aumento de
vomitos e suderese excessiva); edema agudo de pulm&o; pancreatite aguda (por
obstrugcdo dos canaliculos); aumento da motilidade intestinal e da agregagéo
plaquetaria; reducdo de fluxo renal, volume urinario e excregao de sodio;
hiperglicemia e hipocalemia; além de infartos cerebrais ocasionados pela

vasoconstriccdo secundaria a liberacdo de catecolaminas.

O veneno de T. serrulatus inclui diversos elementos em sua composigdo. Ao
longo da literatura podemos encontrar varias denominagdes para as fragdes toxicas
do veneno do T. serrulatus, variando de acordo com a forma de purificagao utilizada
por cada grupo. Entretanto, menos de 1% dos peptideos presentes no veneno
escorpionico, estimados em aproximadamente 100.000, sdo conhecidos (POSSANI
et al., 1999).

Dois tipos de toxinas, isoladas e purificadas, tém sido descritas como
responsaveis pela grande maioria dos efeitos: toxina y (uma proteina tipo
B pregueada) e a tityustoxina (TsTX, uma proteina tipo o), conforme descrito por
Kalapothakis e Chavez-Olértegui (1997), ambas com especificidade e afinidade para

0s canais de sodio.

Marangoni e colaboradores (1995) sequenciaram uma toxina do tipo a,
denominada TsTX-V, observando seu efeito na permeabilidade de canais de K™ de

células B de pancreas de ratos.

Sabe-se que a toxina escorpidnica tem a capacidade de ligar-se a canais de
sédio especialmente em espécies de mamiferos (RICCIOPPO NETO, 1983; KIRSCH
et al., 1989; CESTELE e CATTERALL, 2000), insetos e crustaceos (ZLOTKIN et al.,
1972; ZLOTKIN et al., 1991; KOPEYAN et al., 1993).

A perda da modulacdo destes canais de sédio no sistema nervoso central
pode produzir uma hiper-excitabilidade em alguns neurénios que pode levar a focos
epilépticos. Portanto, a alteragao na fungao dos canais ibnicos induzida pelo veneno
total ou toxinas isoladas, podem ser responsaveis pelos ataques convulsivos
observados em envenenamentos severos em criangcas e recém-nascidos
(SANDOVAL e LEBRUN, 2003).
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Kalapothakis e Chavez-Olértegui (1997), estudando a expressao das fragdes
téxicas a e  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-o era mais letal. Estas observacdes entre outras,
poderiam explicar a abundancia de nomenclaturas e de perfis de purificacéo

encontrados na literatura.

A injecdo de veneno escorpibnico em animais experimentais produz
sinais e sintomas similares aqueles observados no envenenamento humano como
febre, agitacdo psico-motora, salivagdo, lacrimejamento, arritmias cardiaca e
respiratoria, entre outros (FREIRE-MAIA e CAMPOS, 1989). Alteracbes séricas
como leucocitose, elevagdes de creatinina quinase (CK), lactato desidrogenase
(LDH), aspartato aminotransferase (AST), citocinas (IL-1, IL-6 e TNF) além de
proteina-C (SOFER et al., 1996; CORREA et al., 1997; MAGALHAES et al., 1997;
PESSINI et al., 2001, PESSINI et al., 2003), também foram relatados.

Os achados laboratoriais de maior importancia relatados no momento da
admissdao de pacientes acometidos de picada escorpidnica foram hiperglicemia
(média de 249 mg/dL), leucocitose (média de 22.900 cél/mm?),
creatinofosfatoquinase total e fragdo MB elevadas (médias de 108,5 e 11 UIL,

respectivamente).

Nossos resultados demonstram hiperglicemia nos animais. Disturbios na
glicemia sdo comuns e podem ser explicados, em parte, por alteragbes na secregéo
do horménio pancreatico (CLEMENTE et al., 1991).

A hiperglicemia tem sido descrita por alguns autores como decorrente de uma
diminuigdo da secregao de insulina pelo pancreas ou lesdo pancreatica endocrina
severa (D’'SUZE et al., 2003). Ja a hipertrofia das ilhotas pancreaticas induzida por
doses sub-letais de veneno pode resultar em aumento da liberagdo de insulina,
gerando a hipoglicemia (NOVAES et al., 1990).

A hiperglicemia também pode ser gerada por estimulagdo de nervos terminais

no figado aumentando a produgdo de glicose a partir do glicogénio hepatico. Este
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efeito € mediado por receptores a-adrenérgicos (NAOMI, 1984; MURTHY et al.,
1987).

O aumento dos niveis séricos de uréia e creatinina sao descritos por alguns
autores em pacientes picados por escorpidao do género Tityus (FREIRE-MAIA e
CAMPOS, 1988; ANDRADE FILHO et al., 2001; NUNAN, 2003), mostrando
alteragdes nos parametros de funcéo renal. Cupo e Hering, em 2002, relataram o
aumento do numero de leucécitos bem como hipocalemia em pacientes. Esta
hipocalemia pode ser devida ao vOmito intenso (que geralmente acompanha os
acidentes graves) e desenvolvimento de alcalose por perda de acido. Nestes casos
ha a entrada de potassio para as células em troca de ions hidrogénio, na tentativa
de corrigir o pH. Isso, consequentemente gera uma hipocalemia. Entretanto, em
ratos, os resultados obtidos demonstraram uma hipocalemia transitéria seguida de
aumento significativo em 96 horas apds a administragédo do veneno, sugerindo mais

fortemente um dano 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, pulmdbes, 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 elevacdo sérica de uréia e acido urico, congestéo
peritubular, volume urinario diminuido e baixa excregdo de creatinina (NUNAN,
2003).

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; ISMAIL et al.,1978; ISMAIL et al.,1980; REVELO et al., 1996).

A dose estudada na toxicidade in vivo (300ug) esta bem abaixo da DLsg
descrita na literatura, porém ja demonstra alteragdo nos parametros renais (uréia,

creatinina e potassio), revelando um certo grau de dano renal.

Estudos anteriores demonstraram que o veneno de Tityus serrulatus e a
TsTX, mostraram congestdo hepatica com hemolise e degeneragao hidropica,

edema pulmonar, hipertrofia de fibras com degeneragdo em areas do coragao, além
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de congestdo e hemorragia renal. Também foram observados altos niveis de
creatina quinase, lactato desidrogenase e aspartato aminotransferase, confirmando
as lesdes tissulares (PESSINI et al., 2003).

A cinética de absorcdo, distribuicdo e excrecdo do veneno em pacientes
picados por escorpido ainda nado € conhecida, porém, estudos demonstraram
diferengas na farmacocinética do veneno de acordo com a idade do animal (NUNAN
et al.,, 2003; NUNAN et al., 2004). No estudo de Cupo e Hering (2002),
camundongos que receberam veneno bruto de T. serrulatus por via subcuténea,
apresentaram altas concentragdes do veneno nos rins e figado 15 minutos apés a
injecdo e, em 30 minutos, 0 veneno encontrava-se amplamente distribuido pela
circulagao, pulmdes, coracao e bago. Apds duas horas a concentragao de veneno
circulante caiu significativamente, ndo sendo mais detectada oito horas apds o
acidente (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).

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 a-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 contracdo. Por exemplo, varios "peptideos curtos" (30-40 residuos de
aminoéacidos) apresentam especificidade para diferentes tipos de canais de K
(TYTGAT et al., 1999).

Por outro lado, as neurotoxinas do escorpido Tityus serrulatus agiriam em
terminais nervosos pdés-ganglionares, interagindo com canais de sodio e levando a
liberagdo de mediadores quimicos como acetilcolina e catecolaminas (FREIRE-MAIA
e CAMPOS, 1989).

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

neurdnios adrenérgicos e, consequentemente, produzem 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 neurénios
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).

Lombert e Lazdunski (1984) caracterizaram um sitio receptor para toxina y de
VTs nos canais de sodio do sarcolema cardiaco. Em adigdo, Yatani et al. (1988)
mostraram que a acdo da toxina neste canal lentifica a transicdo entre os estados
aberto e fechado do canal. A diminuigdo da inativagdo canal de sddio poderia levar
ao aumento do aporte de calcio (através da bomba Na*/Ca®*) e ao aumento da
contratilidade cardiaca (TEIXEIRA Jr, 2001).
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A avaliacéo histopatologica revelou depdsito de material protéico nos tubulos
renais e espacos urinarios de rins perfundidos com VTs. 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 diminuigao

permanente do RFG e FU.

O aumento na pressdo de perfusdo pode explicar o extravasamento de
proteina observado. Alternativamente, pode haver, no veneno de Tityus, a presencga
de “peptideos formadores de poros”, que também se manifestam em outras espécies
de escorpiao (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
et al., 2001; DAl et al.,, 2002). Outra agdo 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).

Corréa e colaboradores (1997) também identificaram alteragbes
histopatoldgicas, causadas pelo VTs, em diferentes 6érgdo como figado (hepatécitos
apresentando vacuolizagcdo, congestao, hemolise e obstrucdo da luz dos vasos),
coragao (congestdo venosa, necrose e hipertrofia de fibras musculares,
vacuolizagdo), pulmdes (edema hemorragico) e rins (congestdo e pequenas areas

hemorragicas).

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

Entretanto, Freire-Maia e Matos (1993) demonstraram que o pré-tratamento
de animais com BN-52021, um antagonista do PAF, reverte o edema pulmonar, mas

nao o efeito hipertensivo do veneno de T. serrulatus. Isto demonstra que a liberagao
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deste mediador ndo seria o principal responsavel pelo aumento pressorico induzido

pelo veneno.

A adicdo de antagonistas de serotonina, bradicinina e angiotensina Il n&o
conseguiu prevenir a contragdo muscular uterina (vasos sanguineos miomeétricos
com esparsa inervagao colinérgica; GARFIELD, 1986) induzida pela toxina do
veneno de T. serrulatus. Contudo, a tetrodotoxina, um bloqueador de canais de

sodio, aboliu completamente esta contragdo (MENDONCA et al., 1995).

A participacédo de outras substancias pode responder simultaneamente pelos
efeitos observados e serdo objetos de estudos adicionais para investigar a natureza

e mecanismo da vasoconstric¢ao induzida pelo veneno de Tityus serrulatus.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O ensaio de toxicidade “in vivo” utilizando o veneno de Tityus serrulatus
demonstrou alteragdes nos paradmetros de fungdo renal uréia, creatinina e

potassio, bem como induziu hiperglicemia em ratos.

O veneno de Tityus serrulatus, nas concentragdes de 1pg/mL, 3ug/mL e
10ug/mL, induziu alteragdes hemodinamicas renais com elevacgao transitéria da
pressdao de perfusdo e resisténcia vascular renal, de maneira ndo dose-

dependente.

O fluxo urinario e o ritmo de filtragdo glomerular demonstraram responder de
forma heterogénea as concentragdes de VTs mas com tendéncia a diminui¢do ao

final do experimento.

O transporte tubular, transporte proximal e excre¢cdo de eletrdlitos nao
apresentou uniformidade nos resultados em relagdo as concentracdes

estudadas, provavelmente por acédo e/ou saturagao dos canais idnicos.

Os resultados histopatolégicos renais demonstraram depdsito de material
protéico nos espacgos urinarios e tubulos renais de maneira ndo dose-
dependente. Isto pode ser decorrente do aumento pressoérico, levando ao

extravasamento de material protéico.

O veneno promoveu aumento significativo da pressdo de perfusdo do leito
vascular mesentérico demonstrando uma ag¢ao vasoconstrictora. Entretanto, este

efeito ndo se mantém, provavelmente pelo fendmeno de escape vascular.
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8 CONCLUSOES

Em conclusédo, pode-se observar que o veneno de T. serrulatus induziu
alteracbes hemodindmicas renais, aumentando a resisténcia vascular e pressido de
perfusao, provavelmente por vasoconstriccdo direta das arteriolas renais, forgcando a
passagem de proteinas aos espagos urinarios, reduzindo o ritmo de filtragdo

glomerular e, por conseguinte, diminuindo o fluxo urinario.

Por fim, o trabalho aponta perspectivas no sentido de elucidar os mecanismos
envolvidos na promocéao destes efeitos bem como uma possivel utilizagdo do veneno

de Tityus serrulatus como ferramenta farmacologica.
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ANEXO A

Prevencdo de acidentes contra aranhas e escorpides (Fundagdao Nacional de
Saude, 2001)

» Manter jardins e quintais limpos;

 Evitar o acumulo de entulhos, folhas secas, lixo doméstico e material de
construcdo nas proximidades das casas;

 Evitar folhagens densas (plantas ornamentais, trepadeiras, arbusto, bananeiras e
outras) junto a paredes e muros das casas; manter a grama sempre bem aparada;
 Limpar periodicamente os terrenos baldios vizinhos obedecendo uma faixa de
pelo menos 1 a 2 metros da moradia;

* Vistoriar roupas e calgcados antes de vesti-los;

N&o colocar as maos desprotegidas em buracos, sob pedras e troncos podres.

O uso de calcados e luvas ajuda a evitar acidentes;

Vedar as soleiras das portas e janelas ao escurecer;

Vedar frestas e buracos em paredes e assoalho; consertar rodapés despregados;
colocar telas nas janelas e saquinhos de areia nas soleiras das portas,

» Usar telas em ralos, pias e tanques;

» Afastar as camas das paredes; evitar o contado de roupas de cama e mosquiteiro
com o chéo;

» Combater a proliferacdo de insetos, principalmente baratas;

» Acondicionar o lixo domiciliar em sacos plasticos ou em recipientes que possam
ser mantidos fechados;

* Preservar os inimigos naturais de escorpioes.

O soro é distribuido gratuitamente pelo Ministério da Saude a Hospitais e Postos de

Atendimento que atendem picados por animais pe¢conhentos em todo pais.

O Centro de Atendimento a Intoxicados (CEATOX), no Instituto Dr. José Frota, em
Fortaleza, realiza plantdo 24 horas, incluindo fins-de-semana e feriados, para o

atendimento de pacientes acidentados.
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Abstract

Tityus serrulatus, popularly known as yellow scorpion, is one of the most studied scorpion species in South America and its
venom has supplied some highly active molecules. The effects of 7. serrulatus venom upon the renal physiology in human
showed increased renal parameters, urea and creatinine. However, in perfused rat kidney the effects were not tested until now.
Isolated kidneys from Wistar rats, weighing 240-280 g, were perfused with Krebs—Henseleit solution containing 6%
(g weight) of previously dialysed bovine serum albumin. The effects of 7. serrulatus venom were studied on the perfusion
pressure (PP), renal vascular resistance (RVR), urinary flow (UF), glomerular filtration rate (GFR), sodium tubular transport
(%TNa™t), potassium tubular transport (%TK™) and chloride tubular transport (%TCl ). Tityus serrulatus venom (TsV;
10 pg/mL) was added to the system 30 min after the beginning of each experiment (n=6). This 30 min period was used as an
internal control. The mesenteric bed was perfused with Krebs solution kept warm at 37 °C by a constant flow (4 mL/min),
while the variable perfusion pressure was measured by means of a pressure transducer. The direct vascular effects of TsV
(10 pg/mL/min; n=6), infused at a constant rate (0.1 mL/min), were examined and compared to the infusion of the vehicle
alone at the same rate. TsV increased PP (PP3y =127.8 +0.69 vs PPgyy=154.2 + 14 mmHg*, *p <0.05) and RVR (RVR3¢ =
6.291+0.25 vs RVRgy=8.03 +0.82 mmHg/mL g7l min~ #, *p <0.05), decreased GFR (GFR3y =0.58 £0.02 vs GFRgy =
0.46+0.01 mL g~ ' min™'*, *p <0.05) and UF (UF3; =0.13540.001 vs UFgy =0.114+0.003 mL g~ ! min ™ "*, *p <0.05).
Tubular transport was not affected during the whole experimental period (120 min). On the other hand, the infusion of TsV

* Corresponding author. Address: Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Unidade de Pesquisas Clinicas/UFC-UECE, Faculdade de
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(10 pg/mL/min) increased the basal perfusion pressure of isolated arteriolar mesenteric bed (basal pressure: 74.17 3.42 vs
TsV 151.8+17.82 mmHg*, *p <0.05). TsV affects renal haemodynamics probably by a direct vasoconstrictor action leading

to decreased renal flow.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Scorpion stings are a major public health problem in
Brazil and the world (Cupo and Hering, 2002). The
envenomation produced by scorpion stings are frequent in
tropical and subtropical countries and may be fatal,
particularly in children, and the main species involved is
Tityus serrulatus (Lourengo et al., 1996; Freire-Maia and
Campos, 1989; Freire-Maia et al., 1994; Lira-Da-Silva et al.,
2000; Fukuhara et al., 2004).

Tityus serrulatus, the Brazilian yellow scorpion, is one of
the most studied scorpion species in South America and its
venom has supplied some highly active molecules (Pimenta
et al., 2003). Tityus serrulatus is the most dangerous
scorpion in Brazil due to its widespread distribution in
populous urban centers and to the high toxicity of its
venom (Freire-Maia et al., 1994). The manifestations of
T. serrulatus envenomation include pain at the site of
the sting or epigastric pain, hipersalivation, vomiting,
diarrhea, sweating, psychomotor agitation and different
cardiorespiratory symptoms (Freire-Maia and Campos,
1989; Freire-Maia et al., 1994; Troncon et al., 2000;
Teixeira et al., 2001).

The symptoms and signs observed in the scorpion
envenomation have been attributed to venom activation of
sodium channels releasing neurotransmitters from auto-
nomic nerve endings (Fukuhara et al., 2004). Scorpion
stings also produce tissue injury that may induce a systemic
inflammatory response with subsequent release of cytokines
and also stimulates the release of catecholamines, bradyki-
nin and prostaglandins (D’Suze et al., 2003).

Various polypeptide neurotoxins, mostly affecting
sodium and potassium ion channels, have been purified
from venom of scorpions of the genus Tityus (De Lima and
Martin-Eauclaire, 1995; Becerril et al., 1997) and all known
Na ™ -channel specific toxins are composed of 60-76 amino
acid residues and stabilized by four disulfide bridges,
whereas those of the K™ channels are about 31-39 amino
acid residues long and stabilized by either three or four
disulfide bonds (Possani et al., 1999).

The most common complications in cases of severe
scorpion envenomation are alterations in the arterial
pressure, tachycardia, tachypnea, hypothermia, high white
blood count, respiratory distress (Mota et al., 1994; D’Suze
et al., 1995), pancreatitis, myocardial damage, respiratory
distress, coagulation disorders and multiple organ
failure (Devi et al.,, 1970; Reddy et al., 1972; Robert,
1991; Sofer et al., 1996; D’Suze et al., 2003). Besides this,

congestion and hemorrhage were demonstrated in
kidneys of rats treated with sublethal doses of T. serrulatus
venom (Corréa et al., 1997). Whether these alterations were
due to a direct effect on kidney function or secondary to
release of neurotransmitters at the synaptic level or to an
acute-phase inflammatory response remains to be
investigated.

The aim of the present work was to study the potential
functional alterations produced by 7. serrulatus venom in
the isolated rat kidney and its effect on vascular reactivity in
the isolated perfused rat arteriolar mesenteric bed.

2. Materials and methods
2.1. Scorpion venom and drugs

Tityus serrulatus venom (TsV) was kindly donated by
Dr Marcos H. Toyama, Paulista State University (UNESP).
Phenylephrine and acetylcholine were purchased from
Sigma (St Louis, MO) and were diluted in the perfusion
solution freshly in the day of experiments.

2.2. Kidney perfusion

Adult male wistar rats (260-320 g) were fasted for 24 h
with free access to water. The rats were anesthetized with
sodium pentobarbitone (50 mg/kg, i.p) and after careful
dissection of the right kidney; the right renal artery was
cannulated via the mesenteric artery without interrupting
the blood flow as described by Bowman (1970) and
modified by Fonteles et al. (1983). The perfusate consisted
of a modified Krebs—Henseleit solution (MKHS) of the
following composition (in mM): 114.00 NaCl, 4.96 KCI,
1.24 KH,PO,, 0.5 MgSO,-7H,0, 2.10 CaCl, and 24.99
NaHCOs;. Six grams of bovine serum albumin (BSA) were
added to 100 mL of MKHS, and dialyzed for 48 h at 4 °C
against 10 volumes of MKHS. Immediately before the
beginning of each perfusion protocol, 100 mg of urea,
50 mg of inulin and 50 mg of glucose were added to every
100 mL of perfusate. The pH was adjusted to 7.4. In each
experiment, 100 mL of MKHS were recirculated for
120 min. A period of 20 min was allowed for blood
washout. The pressure perfusion (PP) was measured at the
tip of the stainless steel cannula in the renal artery and was
kept at 120-140 mmHg during the first 30 min by adjusting
the flow rate of the peristaltic pump. Thereafter, the
pressure varied according to the substances tested.
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Samples of urine and perfusated were collected at 10 min
intervals for analysis of the sodium and potassium level by
flame photometry; inulin, as described by Walser et al.
(1955) and modified by Fonteles et al. (1983); and
osmolality, which was measured in vapor pressure
osmometer (Wescor 5100C, USA). TsV (10 pg/mL) was
added to the system 30 min after the beginning of each
perfusion. The perfusion pressure (PP), renal vascular
resistance (RVR), urinary flow (UF), glomerular filtration
rate (GFR), the percentage of sodium (%TNa™t), potassium
(%TK™) and chloride (% Cl7) tubular transport were
determined. The results were compared to the internal
control group, at 30 min early in each experiment (n=06).

2.3. Isolated perfused arteriolar mesenteric bed

The perfusion was done following the descriptions of
McGregor (1965). Briefly, Wistar rats, weighing 280-350 g
were anesthetized with sodium pentobarbitone (50 mg/kg,
body weight). After opening the abdomen, pancreatic-
duodenal, ileum-colic and colic branches of the superior
mesenteric artery were tied. Then, the superior mesenteric
artery was cleaned of surrounding tissue and cannulated by a
polyethylene tube (PE20). The intestine was separated from
the mesenteric bed by cutting close to the intestinal border
of mesentery. The mesenteric bed was perfused with Krebs
solution containing: 114.0 mM of NaCl; 4.96 mM of KCl;
1.24 mM of KH,POy; 0.5 mM of MgSO,-7H,0; 24.99 mM
of NaHCOs; 2.10 mM of CaCl,-2H,0; and 3.60 mM of
glucose. The perfusion solution was kept warm at 37 °C
and the mesenteric bed was perfused by a constant flow
(4 mL/min), while the variable perfusion pressure was
measured by means of a pressure transducer (Statham P23,
Gould, Oxnard, CA, USA) connected to arm side of the
system. The variations in perfusion pressure were continu-
ously recorded on a four-channel physiograph (Narco
BioSystems, Houston, TX, USA). In this set up, the direct
vascular effects of TsV (10 pg/mL/min; n=6), infused
for 10 min at a constant rate (0.1 mL/min), were examined
and compared to the infusion of the vehicle alone at the
same rate. The effect of TsV on perfusion pressure
was further compared with the pressor effect attained with
1 pM/mL/min phenylephrine infusion. Additionally, 1 pM
acetylcholine was injected in bolus (in the plateau-phase of
phenylephrine-induce contraction) to confirm endothelium
functional integrity.

2.4. Statistical analysis

Results are shown as mean & SEM of six experiments for
each group. Differences between groups were compared by
using Student’s r-test (non-parametric test) or analysis of
variance (ANOVA) followed by Bonferroni test with
significance set at 5%.

3. Results

3.1. Renal Effects of Tityus serrulatus venom

The administration Tityus serrulatus venom (10 pg/mL)
caused a significant increase in perfusion pressure (PP) and
in renal vascular resistance (RVR) at 60 min. The perfusion
pressure was 127.8+0.69 mmHg in the control period
and 154.2+ 14 mmHg after 60 min of perfusion (p <0.05;
n=6).

The renal vascular resistance increased from 6.29 +0.25
to 8.03+0.82 mmHg/mL g~ ' min~! in the same period
(p<0.05; n=06) as described in Fig. 1. The urinary flow
(UF) and glomerular filtration rate (GFR) was significantly
decreased after the infusion of TsV at 60, 90 and 120 min
(Fig. 2). The glomerular filtration rate decreased
from 0.58+0.02 to 0.46+0.01 mL g~ 'min~', after
60 min perfusion (p<0.01) and the urinary flow reduced
from 0.13540.001 to 0.11440.003 mL g~ ' min ", in the
same period (p <0.01).

Conversely, TsV did not change the percent of sodium
tubular transport (%TNa™) or the percent of potassium
tubular transport (%TK ™) as demonstrated in Table 1.
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Fig. 1. Effects of Tityus serrulatus venom (10 pg/mL) in the

perfusion pressure (PP; A) and renal vascular resistance (RVR; B)
in different times. Values represent media = SEM (n=06).
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Fig. 2. Effects of Tityus serrulatus venom (10 pg/mL) in the urinary
flow (UF; A) and glomerular filtration rate (GFR; B) in different
times. Values represent media+ SEM (n=06).

3.2. Effects of Tityus serrulatus venom in mesenteric
blood vessels

Tityus serrulatus venom (10 pg/mL/min) also induced a
significant increase in the perfusion pressure of mesenteric
vascular bed. The perfusion pressure varied from control
values of 74.1743.42-151.80+17.82 mmHg (p <0.05)
after TsV infusion. This increase corresponds approximately
to 60% of the maximal contraction attained with phenyl-
ephrine (5 uM). This effect was achieved on endothelium-
intact preparations as functionally demonstrated by the
relaxant response (89 +4.6%) evoked by 1 pM injection of
acetylcholine applied in the plateau-phase of phenylephrine-
induced vasoconstriction (Fig. 3).

Table 1

Percent of tubular transport at different times

Times (min) ~ %TNa* %TK™ %TC1~

30 80.37£1.38 57.61+3.57 78.39+£1.70
60’ 79.44+0.73 60.92+2.51 78.33+£0.78
90’ 80.97+1.35 58.6912.96 80.77+1.57
120 80.54+1.49 58.261+3.99 80.13+1.55

Date are shown as Media+ SEM. p>0.05.
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Fig. 3. Effects of Tityus serrulatus venom (TsV; 10 png/mL/min) in
perfusion pressure (PP) of the arteriolar mesenteric bed. Values
represent media+ SEM (n=06).

The time-course of the vasopressor effect of TsV is the
same in the renal vascular bed and in the arteriolar
mesenteric bed. This acute increase in the perfusion pressure
fades out after 5-10 min continuous infusion.

4. Discussion

Studies in animals have shown that scorpion venom
distributes quickly from the blood to tissues, with kidneys
presenting higher concentrations 15 min after injection
in rats followed by liver, lungs, and heart (Ismail and
Abd-Elsalam, 1988; Bertazzi et al., 2003). Therefore, it is
reasonable to hypothesize that the toxin binding to
kidney may potentially induce acute renal failure in
patients following severe scorpion accidents presenting
higher serum urea and acid uric, peritubular congestion,
decreased urinary volume and lower creatinine excretion
(Nunan et al., 2003).

Tityus serrulatus venom promoted renal alterations
increase in perfusion pressure due to increased vascular
resistance leading to a decreased renal flow. This is probably
related to a direct vasoconstrictor action, as demonstrated in
the arteriolar mesenteric bed.

The transitory increase in PP and RVR induced by
T. serrulatus venom could be due to activation of renal
al-adrenoceptors secondary to sodium channel slowing or
blocking of inactivation mechanisms induced by TsV
(Catterall, 1986; Couraud et al., 1982). For instance,
the kidney efferent and afferent arterioles are rich in
al-adrenorecptor with higher density in afferent arterioles
(Strasser et al., 1992). A vascular effect was confirmed by
the increase of perfusion pressure in isolated rat mesenteric
arterioles. This statement is consistent with the findings of
Teixeira et al. (2003) which demonstrated that TsV induces
tonic contractions of the anococcygeus muscle that are
mediated by activation of postjunctional a1-adrenoreceptors
pointing to the involvement of neuronal Na*-channels.

This is consistent with the excitatory action of TsV on
the axonal membrane by modifications (i.e. increased
conductance) in voltage-dependent Na™ channels
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(Possani et al.,, 1999) and with data demonstrating
peripheral nerve stimulation as adrenergic stimulation at
a pre-synaptic level by neuronal Na™-channel activation
(Freire-Maia, 1995; Ismail, 1995; Teixeira et al., 2003).
The continuous stimulation of this channel, by continuous
infusion or perfusion of tissues with TsV could lead to
an inactivation of these channels (Benoit, 1998).

Alternatively, this effect could be secondary to potass-
ium-channels blockade leading to vascular smooth muscle
depolarization and contraction. For instance, several ‘short
peptides’ from scorpion venom (30—40 amino acids residues
reticulated by three or four disulphide bridges) were shown
to specifically block different types of K *-channels (Tytgat
et al., 1999).

The increase in perfusion pressure observed in the renal
perfusion was qualitatively similar to that obtained in the
arteriolar mesenteric bed. Both were rapid outset and fade out
about 10 min after infusion. This may be due to a similar
mechanism in these tissues. This may represent the adrenergic
vascular escape phenomenon (Folkow et al., 1964). This
hypothesis considers that TsV releases noradrenaline
from adrenergic neurons and after persistent activation of
a-adrenergic receptors the vasoconstriction spontaneously
fades out by a myogenic mechanism that controls vessel flow,
namely vascular escape (Greenway et al., 1976).

The histopathological evaluation revealed deposit of
protein in the renal tubules and urinary spaces of kidneys
perfused with TsV. This may reveal that was a perfusate
extravasation to the parenchyma potentially due to the TsV
induced high hydrostatic pressure increase. This may
explain the permanent decrease in GFR and UF since the
urinary output is permanently decreased.

This high increase in perfusion pressure may explain the
extravasation of protein observed. Alternatively, the pre-
sence of pore-forming peptides, as demonstrated in other
scorpion species (Buthus martensii, e.g.) that could
destabilize the basal glomerular membrane must be
considered (Verdonck et al., 2000; Torres-Larios et al.,
2000; Dai et al., 2001, 2002; Corzo et al., 2001). They may
also increase ion permeability and G-protein activity what
could increase Na® and Ca®" currents that ultimately
would lead to increased perfusion pressure secondary to
noradrenaline release (Mousli et al., 1990; Tossi et al.,
2000). The participation of autacoids or inflammatory
mediators is a subject of an ongoing study.

In conclusion, T. serrulatus venom produced a high
increase in renal and mesenteric perfusion pressure and
renal edema that are probably related to decreased
glomerular filtration rate and urinary flow.
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