UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

JESSICA DAYANA GALINDEZ CERON

ANALISE DAS ALTERACOES HEMODINAMICAS EM RATOS GERADAS PELAS
PECONHAS DOS ESCORPIOES Centruroides margaritatus, Centruroides limpidus E

Centruroides noxius

FORTALEZA-CEARA
2018



JESSICA DAYANA GALINDEZ CERON

ANALISE DAS ALTERACOES HEMODINAMICAS EM RATOS GERADAS PELAS
PECONHAS DOS ESCORPIOES Centruroides margaritatus, Centruroides limpidus E

Centruroides noxius

Dissertacdo submetida a Coordenacdo do Programa de
Pds-Graduacdo em Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard, como requisito para obtencdo do
titulo de Mestre em Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Havt Binda

Co-orientador: Prof. Dr. Nilberto Robson Falcdo do Nascimento

FORTALEZA-CEARA
2018



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

G156a Galindez Ceron, Jessica Dayana.
Analise das alteracdes hemodinamicas em ratos geradas pelas peconhas dos escorpides Centruroides
margaritatus, Centruroides limpidus e Centruroides noxius / Jessica Dayana Galindez Ceron. — 2018.
95 f. :il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceara. Faculdade de Medicina. Programa de Pos-
Graduacdo em Farmacologia. Fortaleza, 2018.

Orientacdo: Prof. Dr. Alexandre Havt Binda.

Coorientacdo: Prof. Dr. Nilberto Robson Falcido do Nascimento .

1. Centruroides sp.. 2. Hemodinamica. 3. Coracdo. 4. Peconha. I. Titulo.
CDD 615.1




JESSICA DAYANA GALINDEZ CERON

ANALISE DAS ALTERACOES HEMODINAMICAS EM RATOS GERADAS PELAS
PECONHAS DOS ESCORPIOES Centruroides margaritatus, Centruroides limpidus E

Centruroides noxius

Dissertacdo submetida a Coordenacdo do Programa de
Pbés-Graduacdo em Farmacologia da Universidade
Federal do Ceara, como requisito para obtencdo do
titulo de Mestre em Farmacologia.

Aprovada em: 24 / Julho / 2018.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Nilberto Robson Falcdo do Nascimento
Universidade Estadual do Ceara — UECE (Co-orientador)

Prof. Dr. Pedro Jorge Caldas Magalhaes
Universidade Federal do Ceara — UFC

Prof. Dr. Bruno Andrade Cardi
Universidade Estadual do Ceara — UECE



A Deus e a Virgem Maria,
e meus amados pais:
Aldemar Galindez Daza e

Milena Cerdn Bolafios.



AGRADECIMENTOS

A Deus, Maria Santisima e toda a Corte Celeste pelo amor, protecdo e luz na minha vida.

Aos meus amados pais Aldemar e Milena que sdo meu melhor exemplo de vida e sempre me

deram o incentivo e suporte para que eu pudesse sonhar e realizar.

Ao meu irmdo Camilo e Nathalia Garzén por nosso amado Thiago. E a0 meu irmdo Santiago,

pelos certeros conselhos e por me motivar para ir a frente e ser feliz na vida.
A minha Bisavo Florentina Madrofiero, por cuidar de nds desde o céu.

A minha avo Dolores Bolafios, meu tio Ferney e tia Honey Ceron pela entrega, cuidados e amor

incondional, sempre dispostos durante a vida toda.
A toda a minha familia, amigos e vizinhos pelas oracdes e forca.

A meu caro Orientador Alexandre Havt Binda pelos ensinamentos transmitidos com tanta
dedicacéo, pela constante busca de alternativas e superacao, pelos conselhos de vida e sua entrega

com todos os seus alunos.

Obrigada ao meu caro Co-orientador Nilberto Robson Falcdo do Nascimento, pelos
ensinamentos, apoio e disposicdo no dia a dia. Obrigada pela amizade, confianca e cada
oportunidade.

Ao Professor Lourival Possani do Instituto de Biotecnologia da Universidade Nacional
Autdnoma do México, pela doacéo das pegonhas dos escorpides C. limpidus e C. noxius.

Ao Grupo de Investigacdes Herpetoldgicas e Toxinologicas e ao Centro de Ivestigacdes Médicas
da Universidad del Cauca, pelos ensinamentos e as instalacdes para obter a peconha do escorpido

C. margaritatus.

Aos meus caros professores da Universidad del Cauca, Jimmy Alexander Guerrero Vargas, José

Beltran Vidal e Luz Estella Hoyos pela amizade e apoio constante desde a graduacao.

Meu sincero respeito e agradecimento aos ratos e escorpides, por eles foi possivel esta pesquisa.

Obrigada a Natureza!



A minha cara amiga Laura Licia Costa e sua maravilhosa familia pela incrivel ajuda durante
minha estadia em Fortaleza. Por me adoptarem e fazer me sentir como em casa. Deus lhes

abengoe sempre.

Aos professores do exdme de qualificagdo e os presentes no exame de defesa, por terem
gentilmente aceito o convite para participar desta etapa da minha formacdo e pelas certeras

contrubuicdes.

Aos professores do curso de pds-graduacdo em Farmacologia da Universidade Federal do Ceara,
em especial, Prof. Dr. Pedro Magalhaes, Prof® Dra. Flavia Almeida Santos, Prof°. Dr. Alberto
Melo Soares, Prof®. Dr. Manassés Fonteles, Prof®. Dr. Aldo Moreira Lima e Prof? Dra. Helena

Serra Azul Monteiro, pelos ensinamentos, confianga e oportunidades. Muito obrigada.

Aos meus amigos de luta: Erlania Alves e Renan Santos, que desde o comeco tivemos 0 mesmo
sonho, estudamos para a selecdo e Deu Certo! Obrigada pelas risadas, companhia e apoio nos
estudos.

Aos meus caros amigos da UECE: a Prof? Dra. Claudia Ferreira dos Santos, pela atencao téo
especial e ensinamentos. E aos estudantes: Gustavo, Angélica, Renata, Julia e Alana, pela
amizade, o carinhoso acolhimento no laboratério e acompanhamento nos experimentos, bons

“gambiarras”.

Obrigada ao meu Caro grupo de pesquisa do Laboratério de Toxinologia Molecular (LTM):
Adelvane, Rafaela, Alejandra, Jodo, Klingem, Helena, Pedro Mateus, Cléber e Thiago Freitas
pela amizade, apoio e ser parte da minha caminhada em Fortaleza. A Jeanine e Elana pela

amizade especial.

Aos meus queridos amigos do Laboratério de Farmacologia, Venenos e Toxinas (LAFAVET),
que desde 2012 me apoiaram e tem presenciado cada conquista académica e pessoal, gratiddo:

Natacha, Rosa, Andrezza, Alison, Rafael e Pedro. E Danilo pela disposicéo e ajuda nos estudos.

Sou grata pela linda amizade, apoio e ensinamentos de minhas amigas Roberta Jean Bezerra

Jorge e Aline Diogo Marinho, e as consideraveis contribui¢fes na elaboracéo deste documento.

Obrigada aos meninos do LDI: Herlice, Samilly, Karol, Mara, Mariana, Rafaella, Marilia, Pedro

Henrique, Daniel, Julio e Jefferson, pela amizade e ensinamentos.



Ao Seu Arthur, pela disposicao para ajudar, obrigada pelo bom coragéo.

A Aline Silva e Alba, pelo convivo no dia a dia, pelo apoio, carinho e amizade que vai ficar

sempre N0 meu coragéao.

Aos funcionarios da Unidade de Pesquisas Clinicas, Terezinha, Conceicdo, José, Charles, Katia,
Charliene, Luciana e Jefferson, pela inteira disposi¢ao de ajudar, pelos ensinamentos e sorrisos

que melhorabam o dia, muito obrigada.

Ao Professor Méario Rogério Lima Mota do Laboratorio de Patologia Bucal e a Tecnica Débora

Rejane Alves Calvante, pelo tempo, ensinamentos e procesamento das amostras para histologia.

Aos meus amigos de vida: Laura Natahalie, César Barrios, Laura Marquez, Fermin, Mighay
Lovera, Lilia Saldarriaga, José Francisco, Angélica, Victor Avilés, Roxana, Cyntia Carlos,
Diego, Mario, Arlym Carcamo, Alejandra Vargas, Andrea Rey e Ivo, por terem sido tdo

especiais, pelas risadas, “comilonas” e apoio, com voceés tudo ficou mais lindo e feliz.

Aos meus grandes amigos da Coldmbia, pelo incentivo, conforto e companhia mesmo na
distancia: Julidn Troches, Miyer Ceron, Dilberney Solarte, Mario Chavez, Vanessa Calero, Jael
Claros, Catherine Ortega, Karen Caldas, Katherine Gomez, Lina Rueda, Mary Bueno, Salomé

Zuluaga e Karen Angel.

Aos funcionarios do Departamento de Fisiologia e Farmacologia: Laura, Célia, R6mulo, Seu

Adalto e Gabriela pela ajuda e disposi¢do com cada necesidade.
A CNPq pelo apoio financeiro para a excecucao deste trabalho e minha estadia no Brasil.

A Universidade Federal do Ceard, por minha formagéo e pela qualidade e cuidados com todos

seus estudantes.



O conacdo do tomem planeia o sen caminke,
mas o Senton lhe dinige oo fassos.
Provérbios 16:9



https://www.bibliaonline.com.br/acf/pv/16/9+

RESUMO

Analise das altera¢des hemodinamicas em ratos geradas pelas peconhas dos escorpides
Centruroides margaritatus, Centruroides limpidus e Centruroides noxius

Os escorpides do género Centruroides apresentam grande importancia médica, devido ao alto
grau de escorpionismo e aos efeitos cardiovasculares ap6s o envenenamento, associados a falha
ventricular esquerda. Deste modo, dada sua importancia clinica e farmacoldgica, o objetivo
principal desta pesquisa foi determinar as alteracfes funcionais cardiovasculares, das pegonhas
dos escorpides Centruroides margaritatus (Cm), Centruroides limpidus (CI) e Centruroides
noxius (Cn), com utilizacdo da técnica de hemodindmica sistémica. As doses utilizadas foram de
10, 30, 100 e 300 (pg/kg) para Cm e ClI; para Cn foram estudadas doses mais baixas devido a
toxicidade (1 e 60 pg/kg). As substancias foram administradas por via intravenosa (n=6) em ratos
Wistar (Rattus norvegicus) (310-350 g). Foram analisados indices sistdlicos - fracdo de ejecao
(FE), trabalho cardiaco (TC) e pressdo maxima com respeito ao tempo (dP/dt méaximo) - e
diastolicos - dP/dt minimo e a constante de relaxamento ventricular (Tau). Além disso, foram
também considerados a pressdo arterial média (PAM), o débito cardiaco (DC), a elastancia
arterial (Ea), a pressdo venosa central (PVC), a resisténcia periférica total (RPT), o volume
ventricular esquerdo, a frequéncia cardiaca (FC) e o eletrocardiograma. Foram observados 0s
efeitos de envenenamento, como cianose, piloerecdo e secrecao de fluidos, para as trés peconhas.
Constatou-se que a peconha de Cm, na dose de 300 pg/kg, gerou diminuicao da Ea (3,2£0,4) e
aumento do TC (2666+334) e o dp/dt max (13884+834). A peconha de Cl gerou diminui¢do nas
doses de 100b e 300b pg/kg, em parametros como PAM, (79,174£5,48 e 66,80+£9,45), na FC
(229,6+54 e 195,3+35,6) e no DC. Por outro lado, houve aumento do dP/dt méax, do dP/dt
minimo e na PVC. Na avaliacdo da peconha de Cn, a PAM diminuiu nas doses de 10 a 300
po/kg, da mesma forma que a RPT. J& a FC diminuiu nas doses de 100 e 300 pg/kg, assim como
o DC, FE, dP/dt max e o TC, que também foi alterado a partir da dose de 60 pg/kg. O dP/dt min
aumentou a partir da dose de 60 até 300 pg/kg. Para Cn, a analise do tecido cardiaco evidenciou
preservacdo da arquitetura cardiaca, embora no pulmdo encontrou-se formacdo de edema
pulmonar. As trés peconhas induziram despolarizacdo ventricular precoce de forma dose-
dependente, com maior frequéncia para Cl e Cn. Portanto, C. margaritatus gerou
cardiotoxicidade leve, enquanto os efeitos da C. limpidus foram moderados e a C. noxius foi a

mais toxica, gerando uma possivel insuficiencia ventricular esquerda.

Palavras chave: peconha; Centruroides sp.; coracdo; hemodinadmica.



ABSTRACT

Analysis of the hemodynamic alterations in rats induced by scorpions venoms Centruroides
margaritatus, Centruroides limpidus and Centruroides noxius

The scorpions from the Centruroides genus present great medical importance due to the high
extent of scorpionism and their cardiovascular effects after poisoning. Thus, given the clinical
and pharmacological importance of these scorpion venoms, the main objective of this
investigation was to determine systemic functional alterations, specifically the cardiovascular
ones, for the venoms from Centruroides margaritatus (Cm), Centruroides limpidus (Cl) and
Centruroides noxius (Cn) scorpions, using systemic hemodynamic techniques. For this purpose,
doses of Cm and CI at 10, 30, 60, 100 and 300 (ng/kg) and doses of Cn at 1 and 60 (ng/kg) —
because of its high toxicity - were administered intravenously (n=6) using Wistar rats as the
experimental model (Rattus norvegicus) (310-350 g). We evaluated systolic parameters such as:
ejection fraction (EF), stroke work (SW) and maximal slope of the systolic pressure increment
(+dP/dt); and diastolic parameters such as dP/dt min and the time constant for isovolumic
relaxation (Tau). Additionally, we also evaluated mean arterial pressure (MAP), cardiac output
(CO), arterial elastance (AE), central venous pressure (CVP), total peripheral resistance (TPR),
left ventricular volume (LVV), heart rate (HR) and electrocardiogram. We evaluated effects of
poisoning such as cyanosis, piloerection and fluid secretion, for the three poisons. It was found
that Cm venom caused a decrease in the dose of 300 pg/kg of Ea (3,2+0,4) and increased the TC
(2666+334) and dp/dt max (13884+834). The C. limpidus venom caused a decrease in the dose of
100b and 300b pg/kg in parameters like MAP, (79,17+5,48 and 66,80£9,45), HR (229,6+54 and
195,3+35,6) and CO. On the other hand, there was an increase in dP/dt méax, dP/dt min and CVP.
For the C. noxius venom evaluation, MAP was decreased in the dose of 10 up to 300 pg/kg, in
the same way that TPR. Parameters such as HR decreased in the dose of 100 and 300 pg/kg, as
well as CO, EF, dP/dt max and SW, which was also altered in the dose of 60 ug/kg. The
parameter dP/dt min increased from the dose of 60 to 300 pg/kg. Cn venom treated group showed
preservation of cardiac architecture regarding heart tissue analysis, although presence of
formation of pulmonary edema. The three venoms induced premature ventricular depolarization
with all doses evaluated, more often for venoms from Cl and Cn. Therefore, C. margaritatus
generate mild cardiotoxicity, unlike C. limpidus which did it moderately and C. noxius was the

most toxic with possible left ventricular insufficiency.

Keywords: venom; Centruroides sp.; heart; hemodynamics.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que 1,2 milhdo de picadas de escorpifes sejam registradas no mundo a cada
ano, apesar de que apenas cerca de 30 espécies de escorpides conhecidas sejam perigosas para 0s
seres humanos, cerca de 3000 acidentes por ano sao fatais (CHIPPAUX, 2012). O escorpionismo
tornou-se um problema de saude publica em alguns paises de America Latina, com mais de 100
casos reportados por cada 100.000 habitantes, entre as quais estdo incluidos no continente
Americano, o México, o Norte da América do Sul (incluindo Coldmbia, Venezuela e Guiana),
Brasil e o Norte da Argentina. A incidéncia em paises como o México é de 200.000 a 250.000
casos/ano, a maioria do género Centruroides e no Brasil de 8000 a 21.000 casos/ano
especialmente envolvendo espécies do género Tityus (CHIPPAUX & GOYFFON, 2008;
GOMEZ et al., 2010; ISBISTER & BAWASKAR, 2014).

O género Centruroides € encontrado na América do Norte, México e também
distribuido na América Central (BORGES, 2011). Na Colémbia, Centruroides tém sido
amplamente estudado ao nivel epidemiolégico, fisiolégico e molecular, sendo a espécie C.
margaritatus potencialmente perigosa no pais (GUERRERO-VARGAS et al., 2014),
distribuindo-se pelo Valle del Cauca, Cauca e Narifio (ARMAS et al., 2012) e associado
principalmente aos acidentes escorpionicos no Valle del Patia (Cauca).

Santibafez-Lopez et al., (2016) indicaram que México apresenta 281 espécies descritas,
que representam mais do 12% da diversidade mundial, sendo o género Centruroides 0 mais
diverso, com 42 espécies. Considerado como o pais com maior incidéncia de escorpionismo no
mundo, a alta toxicidade destas espécies constituem um problema de salde publica importante, e
dentre elas destacam-se C. limpidus e C. noxius (LOURENCO, 2016).

Alguns autores relatam o efeito nocivo da peconha no sistema cardiovascular e sabe-se
da correlacdo entre os sintomas clinicos da neurotoxicidade central e periférica, cardiotoxicidade
e alteragdes metabolicas presentes nos pacientes envenenados (OSNAY A-ROMERO et al., 2001;
PINTO et al., 2010). Estudos clinicos relatam manifestaces como miocardite tdxica (com dano
miocardico), alteracbes hemodinamicas, eletrocardiograficas e ecocardiograficas, que séo
causadas principalmente pelas catecolaminas e por um possivel efeito toxico direto (CUPO et al.,
2007; ISMAIL et al., 2016; DOKUR, DOGAN, e YAGMUR, 2017). Dados da literatura com

biomodelos mostraram aumento da frequéncia cardiaca, assim como deficiéncia de insulina
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relativa ou absoluta, que pode estar envolvida no metabolismo do coragdo e ser parcialmente
responsavel pelo desenvolvimento de arritmias e insuficiéncia cardiaca (KRISHNA-MURTHY,
2000).

A avaliacdo da toxicidade das peconhas mediante o estudo hemodindmico permite
caracterizar os efeitos sistémicos e possibilita conhecer a a¢do das toxinas para identificarmos
potenciais agentes terapéuticos. Dada a importancia clinica e farmacoldgica da peconha de
escorpido e a falta de estudos da sua toxicodindmica, o objetivo principal desta pesquisa foi
identificar as alteracdes sistémicas e cardiovasculares in vivo induzidas pelos escorpides C.
margaritatus, C. limpidus e C. noxius. Os estudos in-vivo sdo uma ferramenta importante para
identificar a toxicodinamica da peconha total e poder continuar com o0s estudos in-vitro e 0s
moleculares, com a finalidade de obter fontes emergentes de terapias baseadas em peptideos
(PEIGNEUR e TYTGAT, 2018).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Toxinas animais

Uma das primeiras inquietacdes no percurso desta pesquisa é: por que estudar toxinas
animais? A partir deste questionamento buscamos desenvolver o inicio deste estudo. Desde o
século XVIII, as toxinas animais sdo consideradas importantes ferramentas de pesquisa
farmacologica, na terapéutica clinica. A alta especificidade e poténcia para alvos moleculares tém
permitido o uso de toxinas como sondas moleculares para decifrar as funcGes fisioldgicas e os
mecanismos de doencas (GOUDET, CHI, e TYTGAT, 2002). Diferentes aplicacbes dos
componentes da peconha de escorpido poderiam eventualmente ser potenciais candidatos a
produtos  farmacéuticos, estes incluem atividades antimicrobianas, antimalaricas,
imunossupressoras e anticancerigenas (ORTIZ et al., 2015). Numerosos medicamentos
aprovados nas ultimas décadas foram baseados em toxinas ou seus compostos, sendo opcdes
terapéuticas novas e eficientes. Incialmente, os peptideos foram avaliados em estudos fisiol6gicos
e posteriormente aprofundados e identificadas as toxinas especificas com atividade
farmacologica, usadas amplamente em estudos para identificagio do mecanismo de acdo.
Atualmente, a iberiotoxina e a caribdotoxina séo exemplos destes achados, usadas amplamente
em estudos com o intuito de esclarecer a fisiopatologia de doencas (Tabela 1) (SOLEGLAD e
FET, 2003; SOUZA et al., 2018). Destacamos que essas descobertas foram possiveis pelos
avancos tecnoldgicos, que contribuiram para a extracdo de grandes quantidades destas
substancias e permitiram estudos precisos sobre estrutura quimica e acdo farmacologica destes
compostos (SUNAGAR et al., 2013; JIMENEZ-VARGAS et al., 2017).

Os escorpides sdo animais peconhentos, e apresentam 6rgdo secretério ou glandulas
conectadas ao dispositivo de injecdo, sendo capazes de produzir seu préprio veneno, que é uma
mistura de proteinas e toxinas peptidicas, codificadas geneticamente; ja& os animais venenosos,
nao apresentam aparelho inoculador e geram substancias toxicas a partir de tecidos ou de outros
animais, plantas ou micro-organismos. Deste modo, considerando o estudo dos escorpides, no

presente trabalho sera referido o termo peconha (MEBS, 2002).



Tabela 1 Toxinas animais no desenvolvimento de farmacos.

21

Toxina/substancia Espécie de Efeito Farmaco Referéncia

origem

Conotoxina Molusco Tratamento da Prialt® (MCGIVERN,
marinho Conus  dor crénica (ziconotide) 2007)
magus grave. Blogueia

0s canais de
célcio
dependentes de
voltagem

Fator potenciador  Serpente Inibidores da Captopril (CUSHMAN e

de bradicinina Bothrops enzima ONDETTI, 1980)
jararaca conversora de

angiotensina |
(drogas anti-
hipertensivas)

Echistatin Serpente Inibidor da Aggrastat® (GARSKY et al.,
Echis carinatus  agregacéo tirobifan 1989)

plaquetaria

Eptifibatida Cascavel Droga Integrilin® (HASHEMZADEH
Sistrurus anticoagulante  (Eptifibatide) et al., 2008)
miliarius Bloqueio dos
barbouri receptores GP

b/ Illa

hormdnio Monstro de Gila Diabetes tipo Il Byetta® (TRIPLITT E

exendina-4 Heloderma (Exenatide®) CHIQUETTE,
suspectum 2006)

Adrucalcin Escorpido Doenca Em estudo (XIAO et al., 2016)
Hadrurus arritmogeénica
gertschi (ativador dos

receptores de
rianodina)

Chlorotoxin Escorpido Glioma Estudos (MRUGALA et al.,
Leiurus clinicos 2012)
quinquestriatus

Inibidor de Estudos pré- (CANDIA,

Iberiotoxina Escorpido canais de K* clinicos GARCIA, e

Buthus tamulus ati\zlados pelo LATORRE, 1992)
Ca”’
Escorpiéo Bloqueia canais  Estudos pré- (MILLER et al.,

Caribdotoxina Leiurus de K" ativados  clinicos 1985)

quienquestriatus

pelo Ca?*
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2.2 Biologia dos escorpides

Os escorpides pertencem ao reino Animalia, filo Arthropoda, sub-filo Chelicerata, classe
Arachnida e ordem Scorpiones (BRUSCA e BRUSCA, 2003). Este grupo de invertebrados esta
amplamente distribuido em todos os continentes e regibes do mundo, especialmente nas areas
tropicais e subtropicais (POLIS, 1990), com excecdo das areas do norte da regido Antartica e
Nova Zelandia. E possivel encontra-los a partir do nivel do mar a 5.000 metros (m), e
frequentemente o maior ndmero de espécies sdo encontradas entre 0 e 2000 m (FLOREZ,
2001). Utilizando-se caracteristicas morfoldgicas e moleculares, até 0 momento os pesquisadores
ja  classificaram 2408 espécies de escorpides  (https://www.ntnu.no/ub/scorpion-
files/buthidae.php).

Os escorpifes sdo animais cuja peconha apresenta uma mistura complexa, com anos de
evolucdo, e sao considerados os artropodes mais antigos (450 milhdes de anos), que conservam
sua morfologia inicial (BROWNELL e POLIS, 2001). Esses animais sdo importantes nas
pesquisas desenvolvidas na area da farmacologia, devida a variedade de toxinas presentes na sua
peconha. A fisiopatologia do escorpionismo envolve uma série complexa de eventos que sdo
dependentes de uma acdo combinada de compostos ativos tais como proteinas, sais organicos,
aminoacidos, nucleotideos e lipideos, além de compostos ainda desconhecidos. Queiroz e
colaboradores (2015) descreveram os principais efeitos causados pelas peconhas dos escorpides
como danos miocardicos, arritmias cardiacas e choque, possivelmente pela liberagdo de

mediadores do sistema nervoso autbnomo.

2.3 Composicao e alvos moleculares das neurotoxinas escorpidnicas

As toxinas animais apresentam forte atividade (acdo em pmol/L e nmol/L), alta
especificidade (efetiva nos subtipos de receptores e canais idnicos) e enorme diversidade
molecular (familias de copias de mdltiplos genes) (ZHANG, 2015). As peconhas de escorpides
sdo compostos complexos que consistem em proteinas basicas neurotoxicas, substancias
organicas como lipideos, carboidratos, nucleosideos, nucleotideos, aminoécidos livres, enzimas
(algumas espécies) e substancias inorganicas como ions, que podem induzir a secrecdo de
mediadores inflamatorios e que contribuem como resposta a dor ap6s a picada (MARCUSSI et

al., 2011). Estas substancias sdo produzidas para predacao, digestdo e protecdo, e tém como alvo


https://www.ntnu.no/ub/scorpion-files/buthidae.php
https://www.ntnu.no/ub/scorpion-files/buthidae.php
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canais ibnicos especificos, tendo acdo em mamiferos, insetos ou moluscos, sendo possivel
encontrar toxinas com afinidade para diferentes tipos celulares (SITPRIJA e SITPRIJA, 2012).
As toxinas apresentam diferentes propriedades biologicas, dentre elas, estd o potencial
anticancerigeno (DING et al., 2014), atividade antinociceptiva ou analgésica (GOUDET et al.,
2002), assim como importantes ferramentas para estudos do sistema nervoso central (NENCIONI
et al., 2018).

Existem aproximadamente 300.000 compostos diferentes nas peconhas dos escorpides, no
entanto, referéncias assinalam que se conhece menos do 1% do numero total dos componentes.
Levando em consideracao as caracteristicas estruturais e efeitos fisioldgicos, os peptideos de
escorpides sdo classificados atualmente em quatro familias de acordo com os canais idnicos de
membrana aos quais se ligam (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013).

I.  Toxinas com afinidade pelos canais de sodio: compreendem 60 a 76 residuos de
aminodcidos, estabilizados por quatro pontes dissulfeto e sdo divididos em dois grupos: a.-
neurotoxinas e -neurotoxinas (STEVENS, PEIGNEUR, e TYTGAT, 2011).

Il.  Toxinas com afinidade pelos canais de potassio: apresentam 29 a 41 residuos de
aminoacidos, com trés a quatro pontes dissulfeto, séo classificados em quatro familias, o,
B ey (CORONA et al., 2002).

I1l.  Toxinas com afinidade pelos canais de cloro: também apresentam peptideos de cadeia
curta, com até 40 residuos de aminoacidos e possuem pontes dissulfeto (POSSANI et al.,
1999).

IV.  Toxinas com afinidade pelos canais de célcio: Possuem um nimero variado de peptideos,
desde 28 até 66 aminoacidos. Os canais estdo classificados em varias subfamilias,
incluindo: canais controlados por voltagem, canais independentes de voltagem e canais
ativados por ligantes. Os canais ativados por ligante, por sua vez, incluem os receptores
de rianodina (RyRs). Os primeiros peptideos conhecidos por terem atividade sobre este
receptor foram encontrados no veneno do escorpido Buthotus hottentota (QUINTERO-
HERNANDEZ et al., 2013).

As peconhas de 30 espécies de escorpifes tém sido estudadas em detalhes e ainda
apresentam compostos biologicamente ativos ainda inexplorados, devido a diversidade de
substancias (KING, 2011). De todos os compostos presentes na pegonha, as toxinas o sdo de

importancia médica e consistem em 60 a 76 polipeptideos, se ligam a um local especifico do Na*
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(canal de sodio voltagem dependente) e inibem a inativacdo do canal, o que resulta em
despolarizacdo prolongada e, portanto, em excitacdo neuronal. Outras toxinas agem nos canais de
potassio e calcio, mas estas parecem ser menos importantes no envenenamento humano
(QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013).

Entretanto, os peptideos sem pontes dissulfeto das pegonhas de escorpido incluem
propriedades farmacoldgicas como atividades antimicrobiana, citolitica, antiviral, antimalarica,
antifungica, potenciadora de bradicinina e imunomoduladora (ALMAAYTAH e ALBALAS,
2014).

2.4 Escorpionismo e suas manifestacdes clinicas

O escorpionismo é o quadro clinico gerado pela picada de escorpido, sendo considerado
um problema de saude publica em algumas partes do mundo, como América Central e do Sul,
Norte da Africa, Oriente Médio e Sul da Asia (Figura 1). Embora a maioria dos acidentes cause
apenas efeitos locais como dor, cianose, sudorese e parestesia, 0 envenenamento grave provoca
atividade autondmica excessiva, efeitos toxicos cardiovasculares ou efeitos toxicos
neuromusculares causando morbidade substancial e, entre as criangas, risco de morte. A
orientacdo diante de um caso de envenenamento é que tratamentos especificos (antiveneno) e
sintomaticos sejam realizados os mais precoce possivel ap6s a picada (ISBISTER e
BAWASKAR, 2014).

Os efeitos da pegonha podem ser explicados pela liberacdo de neurotransmissores,
resultado de uma acdo excitatoria primaria de neurotoxinas na membrana axonal, causada pelas
modificacGes dos canais idnicos sensiveis a voltagem. O efeito das toxinas sobre os canais de
sodio leva a despolarizacdo das terminacBes nervosas pds-ganglionares dos sistemas simpatico e
parassimpatico, gerando liberagdo principalmente de adrenalina, noradrenalina e acetilcolina, que
induzem a maioria dos sinais e sintomas (ISBISTER e BAWASKAR, 2014), relacionados ao
aumento da pressdo arterial, da pressdo ventricular esquerda e da contratilidade (TEIXEIRA et
al., 2001; MESQUITA et al., 2003). Entretanto, os efeitos cardiovasculares podem estar
associados a presenca de hemorragia difusa e edema pulmonar (MEDJADBA, MARTIN e
LARABA, 2015; COSTAL-OLIVEIRA et al., 2017).
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A idade, além da massa corporal da pessoa, sao fatores importantes intrinsecos a vitima,
relacionado a gravidade do envenenamento do escorpido, devido a maior e mais rapida
distribuicéo tissular da peconha, com sintomas cardiovasculares e no sistema nervoso central,
observados frequentemente em criancas (NUNAN et al., 2003). Estudos relatam que o
envenenamento escorpiénico com géneros como Mesobothus, Hemiscorpus e Buthus também
pode gerar outros efeitos como hemoglobindria, necrose tubular aguda, nefrite intersticial e
sindrome urémica hemolitica, (VISWANATHAN e PRABHU, 2011). Um consenso permitiu que
os especialistas de onze paises indicassem uma classificacdo do escorpionismo, sendo uma
ferramenta importante para a padronizacdo do cuidado de pacientes, com base nos sinais e
sintomas, sem levar em conta os fatores de risco ou espécies envolvidas, com trés estagios de
severidade crescente, conforme esta descrito na Tabela 2 (KHATTABI et al., 2011). O 95% dos
acidentes com escorpides nas regides tropicais sdo gerados por espécimes da familia Buthidae,
para América pertencem ao género Centruroides e Tityus e atualmente, apenas um ndmero
limitado de especies sao usadas no estudo de venenos e toxinas, principalmente porque

representam ameaca aos seres humanos (LOURENCO, 2018).

Figura 1 — Incidéncia do escorpionismo a nivel mundial.

Limites de Incidéncia por 100.000 habitantes
distribuicdo [ <1 [ 12100 . >100

Fonte: Chippaux & Goyffon, (2008).
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Tabela 2 - Sinais e sintomas no envenenamento escorpionico.

Estagio Tempo Sintoma
I a 2 horas Dor intensa e persistente, com
recuperacges parciais e recaidas.
b Dura de 10 a 15 Agitacdo, fraqueza, sudorese, nauseas,
horas, as vezes até sensacdo de desmaio geral, pressdo
24 horas arterial  alternada  (hipertensdo  ou
hipotensao).
I Severo Passadas 2 horas em Sintomas  muscarinicos  sistémicos:
diante sudorese, dor epigastrica, vOmitos,
colicas, diarreia, priapismo, hipotenséo,
bradicardia, obstrucao pulmonar,

dispneia, aumento da temperatura
corporal, vomito constitui um sinal de
gravidade e requer monitoramento

especifico.
Il (5 a Muito grave, Entre 4 e 12 horas O risco de colapso cardiovascular é o
10% dos potencialmente apds a picada mais alto, associado as complicagoes
casos do letal respiratorias graves: edema pulmonar,
estagio I1) broncoespasmo e cianose. Também

reportado hipertermia, arritmia cardiaca,
sinais eletrocardiograficos de isquemia
miocardica.

Fonte: Khattabi et al., (2011).

2.5 Género Centruroides (MARX, 1889)

O género Centruroides é considerado potencialmente perigoso para os humanos. E
originario da América do Norte, também distribuido no México e no Norte da América do Sul
(GOMEZ e OTERO, 2007), e América Central, zona que hospeda uma grande diversidade de
escorpiofauna (BORGES et al., 2012). Este género apresenta espécies altamente tdxicas, como as
do territorio mexicano (SANTIBANEZ-LOPEZ et al., 2016) e outras espécies, com distribuicdo
na América Central, América do Sul e no Caribe tém menor grau de toxicidade como C.
margaritatus e C. bicolor no Panama (BORGES, 2011).

Santibafiez-Lopez et al., (2016) analisaram a composicdo de peconhas de algumas
espécies mexicanas do género Centruroides e reportaram que 0s peptideos mais abundantes sdo
aqueles que modificam o mecanismo de canais de Na* seguido pelos de canais de K. Entretanto,
vérias espécies deste género tém sido fonte para o desenvolvimento de tratamentos

anticancerigenos e antimicrobianos, a partir de alguns dos compostos ativos, assim como o
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desenho e a expressdo de toxinas recombinantes empregadas para a producdo de soros
(JIMENEZ-VARGAS et al; 2017).

2.6 Escorpido Centruroides margaritatus

De Armas e colaboradores (2012) delimitaram a distribuicdo geografica de C.
margaritatus no Noroeste da América do Sul; Noroeste do Peru, Equador e Sudoeste da
Colémbia (Valle del Cauca, Cauca e Narifio), também introduzidos em Cuba e na Jamaica. Na
Colbmbia a espécie C. margaritatus é considerada de interesse médico (GUERRERO-VARGAS
et al., 2014). Inicialmente as investigacOes foram realizadas sobre a composicdo proteica e
atividade citotdxica. Os primeiros estudos foram realizados por Garcia-Calvo et al., (1993), com
a purificacdo, caracterizacdo e a biosintese da Margatoxina, inibidor seletivo dos canais Kv1.3.
Estudos in-vivo e in-vrito mostraram que esta toxina diminui a reacdo de hipersensibilidade e
melhora os sintomas de doencas autoimunes. Além disso, uma vez que a distribuicdo tecidual do
canal é bastante restrita, o bloqueio do Kvl.3 é um novo alvo para a imunossupressao, e contribui
amplamente no desenvolvimento de tratamentos, se o perfil de toxicidade é reduzido, comparado
com o dos agentes imunossupressores existentes (KOO et al., 1997; VALVERDE et al., 2004).
Também, sabe-se que na pesquisa clinica os farmacos blogueadores dos canais de potassio sao
direcionados ao estudo de doencas autoimunes (ORTIZ et al., 2015).

Da mesma forma, Guerrero-Vargas, (2008) estudou a composicdo proteica da espécie
Colombiana C. margaritatus e obteve 52 tipos de proteinas e toxinas diferentes, concluindo que a
producdo em miligrama de proteina é aproximadamente 0,11 mg por cada escorpido e determinou
a DL50 estimada em 46,83 mg/kg (camundongos, i.p). Aproximadamente 54% das toxinas
apresentaram um intervalo de massas moleculares entre 2,5 a 6,0 kDa, incluindo os blogueadores
de canais de potéssio de cadeia curta; 13% no intervalo de 6,5 a 8,0 kDa para Na, e, finalmente,
0s 33% restantes, eram pequenos compostos com 2,0 kDa que faziam parte de um grupo de
moléculas raramente descritas. No mesmo estudo foram isoladas e caracterizadas duas novas
toxinas: Margatoxina 2 (MgTx2) (MM=2,6 kDa) com 24 aminoacidos e trés pontes dissulfeto, da
familia das a-KTx e Margatoxina 3 (MgTx3) (MM = 3,38 kDa) com 30 aminoacidos e trés
pontes dissulfeto.
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Escobar et al., (2003) identificaram toxinas especificas para crustaceos, insetos e
roedores, sem atividade fosfolipasica e proteolitica, sem sua maioria proteinas de baixo peso
molecular (menor de 14 KDa). Tem-se reportado efeitos neurotdxicos (DUENAS, 2009),
cardiotoxicos (GUERRERO-VARGAS, 2008) e possivel atividade genotoxico (LEYTON-
CASTRO & RIASCOS-PALACIOS, 2012). Estudos realizados por Rivera et al., (2010),
identificaram um peptideo com propriedades antibacterianas, que representava aproximadamente
3% da proteina total com peso molecular de 7,3 kDa. Até 0 momento os efeitos cardiotoxicos da

peconha total foram pouco explorados.

2.7 Escorpido Centruroides limpidus

México apresenta 281 espécies de escorpifes e estudos indicam aproximadamente
265.000 casos de escorpionismo no ano 2015 (Epidemioldgica, 2015), sendo C. limpidus um dos
mais perigosos, devido & sua toxicidade (SANTIBANEZ-LOPEZ et al., 2016), distribuido no
México, nas cidades de Michoacan, Guerrero, Estado do Meéxico, Morelos, Puebla e parte de
Oaxaca. Seus peptideos foram purificados, encontrando toxinas seletivas com alvos em
mamiferos, insetos e crustaceos (LEBRETON et al; 1994), assim como um dos primeiros
peptideos antimicrobianos, conhecido como ClI-dlp (C. limpidus limpidus defensin-like peptide),
uma substancia identificada na hemolinfa do escorpido, como resposta a lesdo séptica
(RODRIGUEZ DE LA VEGA et al., 2004). Também foram reportados estudos imunoldgicos
avaliando a resposta do antiveneno Alacramyn e do anticorpo F(ab”), para a peconha de C.
limpidus (PADILLA et al., 2005). Estudos recentes desenvolveram um novo tipo de anti-veneno
com o uso de fragmentos de anticorpos de origem humana para a neutralizacdo desta peconha.
Para isso fizeram a caracterizacdo completa de todos os componentes toxicos e reportaram uma
nova toxina chamada CI13 (OLAMENDI-PORTUGAL et al., 2017).

Dados da literatura apresentam a andlise protebmica de C. limpidus, com novos
componentes encontrados, dentre eles metaloproteinases, hialuronidases e fosfatases (URIBE et
al; 2017). Também se conhece a presenca de toxinas bloqueadoras de canais de K como CIITX1
e CIITX2 (MARTIN et al., 1994) e uma toxina bloqueadora para canais de Na* (Cll12) (DEHESA-
DAVILA et al., 1996).
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2.8 Escorpido Centruroides noxius

Das espécies ja referidas, este escorpido com distribuicdo no México é o mais letal do
pais, distribuido nos estados de Jalisco, Nayarit e Sinaloa. Numerosos estudos reportaram a
purificacdo de toxinas desta pegonha, como descrito a seguir. Seu peptideo mais conhecido é a
noxiustoxina que bloqueia a permeabilidade de canais de K* (POSSANI e MARTIN, 1982;
CALDERON-ARANDA et al., 1999). Assim como para 0s outros escorpifes, também foram
isoladas e caracterizadas toxinas bloqueadoras de canais de Na® (VALDIVIA et al., 1994),
toxinas especificas para insetos (SELISKO et al; 1996) e para crustaceos (GARCIA et al., 2003).

As Cobatoxinas | e Il que constituem uma subfamilia de toxinas bloqueadoras de canais
de K" foram identificadas por Selisko et al., (1998). Outros compostos descritos foram vinte e
trés novas sequéncias similares a Ergtoxin (ErgTx) obtidas mediante sequenciamento direto de
peptideos, utilizando-se glandulas de peconhas de Centruroides elegans, C. exilicauda, C.
gracilis, C. limpidus limpidus, C. noxius e C. sculpturatus (CORONA et al., 2002). A analise
global do transcriptoma de C. noxius identificou novas familias de toxinas e perspectivas
evolutivas de uma espécie de escorpido ancestral. Também foi reportado que a maioria de toxinas
tem afinidade para os canais de Na* sequido dos canais de K* (RENDON-ANAYA; 2012).

Baseados na DL50 das trés peconhas avaliadas nesta pesquisa pode-se identificar trés
graus de toxicidade. Inicialmente, C. margaritatus é considerada a menos letal, fundamentados
também nos sintomas do envenenamento como dor, agitacdo, fraqueza, sudorese e nauseas
(BORGES et al. 2012). O segundo mais téxico das peconhas é C. limpidus e C. noxius poderia
ser o mais cardiotoxico. Na Figura 2 sdo apresentados os escorpifes que fizeram parte deste

estudo.
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Figura 2- EscorpiGes estudados com sua distribuicdo geogréfica.

Escorpifes objeto de estudo. A) Centruroides margaritatus B) Centruroides limpidus C) Centruroides noxius D)
Mapa de distribuicdo. Fonte: A e C Birdspiders.com. B- Redtox.

2.9 Sistema cardiovascular

O sistema cardiovascular permite a manutencdo da pressao arterial e a distribuicdo de
sangue para os tecidos, fornecendo nutrientes vitais e permitindo remover os residuos do
metabolismo celular. Esta constituido pelo coracdo, que apresenta mecanismos autbnomos de
controle e pela rede de capilares e vasos, que permite o retorno do sangue. O automatismo
cardiaco ¢ uma importante propriedade possivel devido as células autorritmicas, que sdo capazes
de gerar e propagar impulsos nervosos. Seu sistema de conducdo especializado consiste em
quatro componentes basicos: 0 nd sinoatrial, as fibras de purkinje, o n6 atrioventricular e o feixe
de His (BARRET et al., 2014).

O coracdo apresenta um atrio direito, ao qual chegam as veias cavas superior e inferior,
que trazem 0 sangue venoso para 0 coracdo e o atrio esquerdo pelo qual retornam as veias
pulmonares, que trazem o sangue oxigenado (arterial) dos pulmdes para ser distribuido para o
resto do organismo. Os ventriculos tém a funcdo de propelir a sangue que vém dos atrios para a
circulacdo pulmonar (ventriculo direito) e para a circulacdo sistémica (ventriculo esquerdo). As

células evidenciam um potencial elétrico (voltagem) através de suas membranas e 0s trés


http://birdspiders.com/gallery/index.php/Other-Invertebrates/Centruroides-noxius-Hoffman-1932-female-near-Compostella-Nayarit-Mexico
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determinantes mais importantes deste potencial sdo os fons sodio (Na*) e calcio (Ca™™), mais
concentrados no liquido intersticial que no interior das células, e jons potassio (K*) que tém a
distribuicdo oposta (MOHRMAN e HELLER, 2007; GUYTON e HALL, 2017).

O ciclo cardiaco é a sequéncia de eventos que ocorrem no coragdo, no decorrer do
batimento cardiaco. Inclui eventos mecanicos e elétricos e consiste em dois momentos: diastole e
sistole. A diastole é o periodo de enchimento do coracdo apds uma contracdo, quando as
cavidades cardiacas estdo relaxadas, a pressdo diminui e o musculo recebe na auricula esquerda o
sangue da veia pulmonar e a auricula direita recebe o sangue das veias cavas. A0 mesmo tempo
as valvulas atrioventriculares se abrem e o sangue entra nos ventriculos. As valvulas semilunares
(pulmonar e adrtica) se fecham de modo a impedir que o sangue passe para as artérias, pelo que a
pressao nos ventriculos aumenta. Assim, as auriculas contraem-se, 0 que provoca a saida de mais
sangue para os ventriculos e seguidamente o fecho das valvulas atrioventriculares (bicuspide e

tricaspide ou mitral).

Ao se iniciar a sistole ventricular, a pressdo no interior do ventriculo eleva-se
rapidamente, fechando as valvulas atrioventriculares. Logo, a pressdo no ventriculo abre as
vélvulas semilunares e assim inicia a ejecdo do sangue para os 6rgaos sistémicos. A medida que o
enchimento cardiaco aumenta durante a diastole, o volume que é ejetado durante a sistole
também aumenta. Esse fendmeno (Lei de Starling) € uma propriedade intrinseca do musculo
cardiaco (MOHRMAN e HELLER 2007; BARRET et al., 2014).

A funcdo cardiaca é influenciada pela inervacdo simpatica e parassimpatica, 0sS
estimulos destas vias permitem modificacdes no bombeamento cardiaco para satisfazer as
necessidades homeostaticas do corpo. O coracdo possui fibras adrenérgicas e quando ativos, 0s
nervos simpaticos liberam noradrenalina, que interage com receptores adrenérgicos Pl para
aumentar a frequéncia Cardiaca (FC - efeito cronotropico), velocidade de conducdo do potencial
de acdo (efeito dromotropico) e a forca de contracdo (efeito inotrépico). As fibras nervosas
parassimpéticas colinérgicas chegam ao coracdo através do nervo vago e inervam o nodo
sinoatrial (as), nodo atrioventricular (AV) e masculo atrial. A acetilcolina interage com 0s
receptores muscarinicos para reduzir a FC (nodo SA) e gera efeito dromotrépico negativo
(BARRET et al., 2014).

A representacdo grafica da atividade elétrica do coracdo em fungdo do tempo é

representada pelo eletrocardiograma. A onda P é produzida pela despolarizacdo atrial, o
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complexo QRS pela despolarizagdo ventricular e a onda T pela repolarizagdo ventricular. O
periodo compreendido entre o inicio da onda P e o inicio do complexo QRS é chamado intervalo
PR, e indica o tempo necessario para um potencial de acdo se propagar através dos atrios e o
nodo AV. A onda R é o episddio mais longo no eletrocardiograma porque as células do musculo
ventricular sdo numerosas e sdo despolarizadas quase em unissono (BARRET et al., 2014)
(Figura 3).

Figura 3- Atividade elétrica do coracéo.

Nodulo SA

=

o - __Musculo aurlcu a

" Musculo auricular

Fibra de Purkinje

Musculo ventricular

pp—

Musculo ventricular

£l
2
__Nodulo AV I
>
2
F
i

/
|

.
S/

Onda P|| OndaT |||
ECG _/H VN . H_,,--ﬁ,\
Qs
Intervalo PR Segmento ST

I {
Intervalo QT

| 1.0segundo |

A figura representa a atividade elétrica do coracdo: registros da voltagem de uma célula (linhas A até G) e
eletrocardiograma de duas derivagdes. Fonte: Mohrman & Heller, (2007).

A representacao do ciclo cardiaco com a curva de Pressdo-Volume do ventriculo esquerdo
€ uma das melhores formas de expressar a capacidade funcional do coracio (MOHRMAN e
HELLER, 2007). A Figura 4 representa a curva de Pressdo-Volume, que é descrita a
continuagéo:
> Diéstole ventricular
o No final de uma contragdo, o ventriculo se relaxa, nesse ponto, ocorre o relaxamento
isovolumétrico, com mudanca na pressao sem alteracdao do volume.
o Quando a pressdo do ventriculo é menor que no atrio esquerdo, a valva mitral se abre e 0

ventriculo passa por duas fases: enchimento rapido e preenchimento lento (diastolico).
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» Sistole ventricular

o O ventriculo comega a se contrair e a pressao aumenta até ultrapassar a pressdo na aorta,
chamada contracdo isovolumétrica porque hd uma mudanca na pressdo sem alteracdo de
volume.

o Posteriormente a valvula adrtica se abre e sdo iniciadas a ejecdo rapida e a ejecdo lenta do
sangue, até que a pressao ventricular diminua e se torne menor que a pressdao aortica.

Neste momento a valvula aortica e fechada e a ejecdo € completada.

Figura 4 - Ciclo pressdo volume ventricular.
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Fonte: Adaptado de Mohrman & Heller, (2007).

Outra variavel importante € o trabalho sistolico pré-recrutavel (PRSW), determinado
pela regressao linear do trabalho cardiaco com o volume diastdlico final. A inclinagdo da relacéo
PRSW é considerada como o indice de referéncia de contratilidade devido a sua relativa

independéncia das condicGes de carga e sua sensibilidade as mudancas no inotropismo
(RADOVITS et al., 2009).
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2.10 Hemodinamica sistémica e os efeitos cardiovasculares gerados pela peconha de

escorpiao

A hemodinamica é o estudo funcional do sangue no interior das estruturas sanguineas
como artérias, veias, vénulas, arteriolas e capilares assim como também da mecénica do coragéo.
O procedimento consiste em inserir um cateter na artéria carétida até o ventriculo esquerdo, e
conectado ao transdutor de pressdo ligado ao monitor é usado para medir a pressdo ventricular
esquerda. Antes de iniciar o registro € necessario definir o ponto zero no monitor, mediante a
calibracdo da PVC, da PAM e da PVE, usando um mandémetro. O VVE é calibrado com um

programa digital.

A vantagem da hemodindmica sisttmica sobre as outras abordagens disponiveis é que
permite uma medicdo especifica do desempenho do ventriculo esquerdo. O cateter foi utilizado
pela primeira vez em grandes animais e humanos a partir de meados da década de 1980. Cerca de
15 anos depois, o desenvolvimento tecnico de sensores tornou possivel aplicar essa abordagem a
pequenos mamiferos, permitindo a caracterizagdo detalhada da funcdo cardiovascular em
camundongos e ratos (PACHER et al., 2008).

Esta metodologia permite avaliar o desempenho cardiaco, determinado pela
contratilidade, pré-carga (pressdes de enchimento), pds-carga (resisténcias) e frequéncia cardiaca.
A pré-carga é determinada pelo comprimento da fibra cardiaca antes de sua contragdo. De acordo
com a lei de Frank-Starling, existe uma relacdo direta entre o grau de alongamento da fibra na
diastole e o subsequente encurtamento da fibra miocardica na sistole. A pos-carga € a resisténcia
ao esvaziamento do coragdo, gerada pela tensdo, que é a pressdo que o ventriculo deve superar

para contrair. O débito cardiaco tem relacdo inversa com pds-carga (GARCIA et al. 2011).

Neste estudo a hemodinadmica sistémica foi utilizada com a finalidade de identificar os
efeitos sistémicos e cardiovasculares gerados por trés peconhas de escorpido do género
Centruroides, considerando que a gravidade do envenenamento esta relacionada com alteracoes
hemodindmicas e cardiorrespiratérias, com o disturbio do ritmo cardiaco como maior causa de
morte (CUPO & HERING, 2002).

A pressédo arterial média é a forca exercida pelo sangue contra a parede arterial. E o
resultado da interacdo entre o débito cardiaco (DC) e a resisténcia vascular das arteriolas
(MOHRMAN e HELLER, 2007). O DC ¢é a quantidade de sangue que expele o coracdo em um
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minuto (L/min), regulado por fatores como a idade, o tamanho do corpo e as demandas
metabdlicas. Pode ser obtido por varios métodos invasivos e ndo invasivos, baseados em imagens
(ecocardiografia/ressonancia magnética), consumo de oxigénio (principio de Fick) ou técnicas de
termodiluicdo (HAAG et al., 2018). Neste estudo a técnica empregada foi a ventriculografia
esquerda, que estima o DC de forma indireta.

Na técnica de termodiluicdo, um volume com 5% de glicose ou solucdo salina é
injetado a uma temperatura inferior & do sangue através da via localizada no atrio direito; o
liquido se mistura com o sangue produzindo uma mudanca na temperatura do sangue que é
detectada por um termistor localizado na extremidade distal do cateter na artéria pulmonar. O
termistor determina a mudanca de temperatura e calcula eletronicamente o DC. Entretanto o
método de Fick estabelece que a diferenca no contelldo de oxigénio entre o sangue arterial e o
sangue venoso central é diretamente proporcional ao consumo de oxigénio e inversamente
proporcional a0 DC (GARCIA et al., 2011). O DC depende do volume sistélico (VS), definido
como o volume de sangue que o coracdo expele para a aorta durante o periodo de contracao

(sistole) e o nimero de batimentos por minuto (FC).

A elastancia arterial € um indice de impedancia vascular que € principalmente
determinado pela resisténcia periférica total (RPT) e a FC (MAURER et al., 2006). A RPT é a
impedancia que encontra o fluxo sanguineo para percorrer um segmento do leito vascular. De
acordo com a lei de Ohm é definida como a diferenca de pressdo através de um leito vascular
dividido pelo fluxo sanguineo do mesmo. As duas resisténcias calculadas clinicamente sdo a
resisténcia vascular sistémica (RVS) (valor quantitativo da pds-carga do ventriculo esquerdo) e a
resisténcia vascular pulmonar (RVP) (valor quantitativo da pés-carga do ventriculo direito)
(NADERI, 2018).

Dentre os parametros sistolicos esta o trabalho cardiaco (TC), a fracdo de ejecdo e o
dP/dt maximo. O TC refere-se ao trabalho realizado pelo ventriculo para ejetar um volume de
sangue, e estima a contratilidade (KLABUNDE, 2012). E importante considerar os parametros de
contratilidade dependentes de carga, como a fracdo de ejecéo (FE) e o dP/dt max. A FE é a fracdo
volumétrica de sangue ejetada do coracdo com cada batimento cardiaco (ventriculo esquerdo),
sendo um indicador da eficacia do bombeamento para a circulagdo sisttmica usado para
classificar os tipos de insuficiéncia cardiaca. A FE é calculada dividindo o volume de sangue
bombeado do ventriculo esquerdo por batida (volume sistolico) pelo volume de sangue coletado
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no ventriculo esquerdo no final do enchimento diast6lico (volume diastolico final) (MAURER et
al., 2006). Entretanto, o dp/dt € um indice que representa a mudanca de pressdo durante a
contracdo isovolumeétrica (SCHWARZWALD et al. 2009).

A relacdo entre o retorno venoso e a funcdo cardiaca determina os valores da pressao
venosa central (PVC) e do DC do momento. Um aumento no retorno venoso produzira um
aumento no DC em um coracdo saudavel e a PVC permanecera dentro dos limites normais. A
PVC corresponde a pressao sanguinea ao nivel do &trio direito e da veia cava, sendo um reflexo
do retorno venoso, um importante componente do desempenho cardiaco (pré-carga),
determinando o volume sistélico (GARCIA et al., 2011).

Outros parametros avaliados no sistema da hemodindmica foram os indices diastélicos
como o tempo de relaxamento isovolumétrico (Tau) e o dP/dt minimo. O Tau é um intervalo no
ciclo cardiaco que acontece durante o fechamento da valvula adrtica, até o inicio do
preenchimento pela abertura da valvula mitral. Pode ser usado como um indicador de disfuncao
diastolica. A taxa de variacdo de pressdo pelo tempo (dP/dt) é um dos indices isovolumétricos
utilizado para a avaliacdo da funcdo sistdlica ventricular esquerda, e avalia a relagdo forca-
velocidade durante a fase pré-ejetiva. O dP/dt min € a minima velocidade da diminuicdo da
pressdo ventricular esquerda (PVE), da mesma forma o dP/dt max é a maxima velocidade do
aumento da PVE (DAVIS et al., 1999).

Com os parametros hemodindmicos descritos, pode-se avaliar a fungao cardiovascular,
considerando que algumas referéncias relatam a existéncia da correlacdo entre os efeitos
cardiovasculares e a picada de escorpido (C. limpidus, T. serrulatus, Leiurus quinquestriatus,
Buthotus judaicus); descritos em duas fases: uma inicial caracterizada por hipertenséo,
taquicardia e aumento da contratilidade miocardica, seguida de um estagio hipocinético com
hipotensdo e comprometimento da funcdo ventricular esquerda (GUERON et al., 1992;
OSNAYA-ROMERO et al., 2001; FUKUHARA et al., 2003). Também foi estudada a funcédo dos
potentes vasodilatadores Oxido nitrico e citocinas na hipotensdo terminal que é usualmente
observada apos envenenamento (ISMAIL et al., 1973; ABDOON e FATANI, 2009).

Na revisdo da literatura, identifica-se que os estudos sobre a hemodinamica sistémica tém
sido com pegonhas de escorpides com distribuicdo na Africa e Meio Oriente. Um classico estudo

foi na década dos anos 80 com Leiurus quinquestriatus, usando-se cachorros e encontrou-se
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aumento das pressbes sistolica e diastdlica do ventriculo esquerdo, das pressdes arteriais

pulmonares e sistémicas e na contratilidade ventricular esquerda (GUERON et al,. 1980).

Outro estudo com esta pegonha, também em cachorros, registrou aumento do trabalho
cardiaco, do débito cardiaco, da FC e da PAM. Estes dois ultimos parametros apresentaram uma
resposta bifasica, com posterior diminuicdo (TARASIUK et al., 1994). Estudos anteriores
avaliaram em ratos a peconha de Buthus martensii, reportando aumento da PAM, sem alteracéo
da FC (WANG et al., 1994). Também foram descritos os efeitos hemodindmicos para Buthus
occitanus, gerando aumento da PAM, do dP/dt e da resisténcia periférica total (ZEGHAL et al.,
2000).

Um estudo clinico reportou disfungdo ventricular esquerda em pessoas picadas por
Androctonus australis, com aumento da frequéncia cardiaca e resisténcia periférica total e
diminuicdo da pressdo arterial sistélica e fracdo de ejecdo (NOUIRA et al., 1995). Os trabalhos
apresentados neste estudo mostraram que, frente a falta de avaliag@es sistémicas das trés espécies
mencionadas, fazia-se necessaria uma analise dos efeitos e interacdes existentes entre a peconha
total e o sistema cardiovascular, considerando a alta incidéncia de escorpionismo nos paises

tropicais.
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3 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A peconha de escorpido é uma ferramenta importante nas pesquisas desenvolvidas na area
da farmacologia, e isso se da pela variedade de toxinas presentes na sua composicao. Os efeitos
cardiovasculares gerados apds a picada de escorpido sdo uns dos principais eventos de
envenenamento grave e 0s casos clinicos e experimentais reportados indicam efeitos como
arritmias, falha cardiaca, alteragcBes na contratilidade do ventriculo esquerdo, associado com

aedema pulmonar agudo e infarto agudo do miocardio.

Diante ao exposto, visto que o género Centruroides apresenta uma ampla variedade de
espécies de importdncia médica, com algumas delas altamente téxicas e considerando a
inexisténcia de estudos relatando os efeitos cardiovasculares destas peconhas, o interesse
crescente na caracterizacdo dos seus efeitos bioldgicos e farmacoldgicos, torna-se relevante.
Desta forma, o foco de investigagdo deste estudo experimental foi identificar as alteracdes
sistémicas in-vivo induzidas pelas pegonhas das espécies C. margaritatus da Colémbia e C.
limpidus e C. noxius do México. Assim, pretende-se contribuir com o conhecimento dos efeitos
toxicos e cardiovasculares, que venham a auxiliar diagndsticos e tratamentos no envenenamento e

a identificacdo de toxinas com potencial terapéutico.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Analisar os efeitos das peconhas dos escorpifes C. margaritatus, C. limpidus e C. noxius,

visando identificar as alteracGes sistémicas e cardiovasculares em ratos.

4.2 Especificos

Utilizando-se peconha de C. margaritatus, C. limpidus e C. noxius pretende-se:

v Avaliar as alteragdes hemodinamicas.

v Mensurar os efeitos no eletrocardiograma.

v"Identificar as alteracdes histopatoldgicas cardiopulmonares da pe¢onha de C. noxius.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencéo das pegconhas

A peconha de C. margaritatus foi adquirida de escorpides coletados pela autora no estado
do Cauca, no municipio do Patia (Colémbia), especialmente no setor do Bordo, mantidos em
caixas e adaptados ao micro-habitat com controle de variaveis de luminosidade. Sua alimentagédo
consistiu em aracnideos e insetos e agua constante (algoddo Umido). Foram mantidos no Centro
de Investigagcdes Biomédicas (CIBUC) da Universidade do Cauca (Unicauca) na Colémbia. O
cuidado e a extracdo da peconha foram realizados pela autora e os integrantes treinados do Grupo

de Investigacdes Herpetologico e Toxinologico (Unicauca).

A extracdo da peconha foi obtida mediante um gerador de impulsos elétricos; aplicando
entre 50 e 55 milivolts. A técnica foi padronizada por GUERRERO VARGAS, (2002) e consistiu
em colocar o agulh&o (ferrdo) do escorpido no eppendorf e aplicar um impulso elétrico no quarto
segmento do abdémen coletando gota a gota a pegonha. Cada escorpido foi estimulado no
maximo com cinco impulsos elétricos, para ndo alterar os musculos da glandula venenosa. A
peconha resultante, que apresenta aspecto branco, foi centrifugada, obtendo uma fracdo insolavel,
ndo toxica, constituida por muco-proteinas e fracbes de membranas. A parte solivel é
particularmente rica em proteinas bdsicas neurotoxicas, enzimas e substancias organicas
(lipideos, carboidratos, nucleosideos, peptideos, nucleotideos e aminoacidos livres) e inorganicas

(ions). Para sua preservacao foi liofilizado e refrigerado a -20°C até o uso.

As peconhas de C. limpidus e C. noxius, originarias do México, foram cedidas pelo
professor Lourival Possani do Instituto de Biotecnologia da Universidade Nacional Autdbnoma do
México. As peconhas foram armazenadas a -20°C. O método da coleta e processamento da
peconha foi também por estimulacdo elétrica (modificado) como ja foi exposto para C.
margaritatus (PADILLA et al., 2003).

5.2 Animais experimentais

Para os experimentos foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), com peso entre

310 a 350 g, provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
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Universidade Federal do Ceard -UFC. Durante o periodo de adaptagdo e experimentagdo, 0s
animais foram mantidos em caixas de polipropileno, em um ambiente com temperatura e
luminosidade controladas, um ciclo de 12h claro/escuro, com acesso a agua e ragéo ad libitum, na
sala de quarentena do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da Universidade
Estadual do Ceara (UECE).

Todos os tratamentos e procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceard — UFC (Protocolo n°
49/2017), de acordo com as diretrizes apresentadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA).

5.3 Modelos experimentais
5.3.1 Hemodinamica sistémica

E uma metodologia que foi realizada na Universidade Estadual do Ceara, no Laboratorio
de Farmacologia Cardio-Renal (LAFCAR), com a finalidade de estudar as alteracdes
hemodindmicas em ratos Wistar (Rattus norvergicus) normotensos anestesiados, com diferentes
doses cumulativas, induzidas pelas peconhas brutas dos escorpides C. margaritatus, C. limpidus e
C. noxius. A Figura 5 representa 0s grupos experimentais de PCm e PCl e a Figura 6 indica o

procedimento para PCn.

Para preparar as doses, inicialmente, foi pesado 1 mg de peconha liofilizada e diluido em
1000 pl de solucao salina (solucao 1), para fazer as doses de 60, 100 e 300 (ug/kg). Uma
segunda solucao foi realizada, diluindo 100 pl (solucao 1) em 1000 pl de salina, para obter as
doses de 1, 10, e 30 (ng/kg).

Grupos experimentais:

i) Controle Interno: Ratos Wistar permaneceram os primeiros 30 min sem administracao
de substancias.

i) Grupo peconha C. margaritatus: Diferentes doses da peconha (10, 30, 100 e 300 pg/kg)
foram administradas via endovenosa (n=6) em ratos Wistar.

iii) Grupo peconha C. limpidus: Diferentes doses da pegonha (10, 30, 100 e 300 pg/kg)

foram administradas via endovenosa (n=6) em ratos Wistar.
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iv) Grupo peconha C. noxius: Diferentes doses da peconha (1, 10, 30, 60, 100 e 300 pg/kg)

foram administradas via endovenosa (n=6) em ratos Wistar.

Figura 5 - Desenho experimental, grupo C. margaritatus e C. limpidus.
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Figura 6 - Desenho experimental, grupo C. noxius.
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Técnica cirurgica

Ratos Wistar machos (310 — 350 g) foram anestesiados com pentobarbital (60 mg/kg, ip).
Ap0s a perda dos reflexos de dor profunda, o procedimento cirdrgico comegou com a secc¢do da
linha mediana da regido cervical ventral até a exposicdo da traqueia para a realizacdo da
traqueostomia usando uma canula de polietileno (PE 240), facilitando a ventilagdo e aspiracdo de
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possiveis secrecOes respiratorias. A pressdo venosa central foi continuamente monitorada por
meio de uma cénula inserida na veia jugular e acoplada ao transdutor de pressdo SP844. A
pressdo arterial média (PAM) foi continuamente registrada também com um transdutor SP844
(ADInstruments, Sidney, Australia) acoplado a uma canula inserida na artéria femoral. Para a
administracdo da peconha, foi realizada a exteriorizacdo da veia femoral seguida de canulacéo
(PE 10).

Apl6s 0 acesso a regido medial esquerda e identificacdo do feixe vasculo-nervoso,
procedeu-se o isolamento da artéria carotida direita, que foi canulada com um cateter de pressdo-
volume (SPR-838, Millar instruments; Houston, TX), introduzido até o ventriculo esquerdo para

simultaneamente medir o volume e a pressdo ventricular esquerda (Figura 7).

Figura 7- Representacdo da PVE durante o procedimento cirurgico.
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Esquema da forma da onda da PVE quando o cateter (SPR- 838) é inserido na car6tida e passa pelo atrio até chegar

ao ventriculo esquerdo. Fonte: autor.

Concluida a cirurgia, o animal anestesiado passou por um periodo de 1 hora de
estabilizacdo e controle interno de 30 min. Quando necessario, houve suplementacdo da anestesia
(um terco da dose inicial -pentobarbital 60 mg/kg). Apds este periodo, administrou-se por via
intravenosa 200 pl de solucdo (peconha solubilizada em solucédo salina 0,9%). Realizou-se uma
curva cumulativa dose resposta (10, 30, 100 e 300 pg/kg) para PCm e PCl e para PCn, alem das
ja referidas foram avaliadas doses intermedias de 1 e 60 pg/kg considerando a toxicidade desta
peconha, como foi descrito no desenho experimental. O intervalo entre as doses foi de

aproximadamente 15 minutos.
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Os dados foram adquiridos por meio do programa ADInstrument Powerlab System e
analisados através do software Labchart 7. Os parametros obtidos mediante o programa foram:
fracdo de ejecdo, constante de relaxamento ventricular (Tau), trabalho sistolico, elastancia
arterial, dP/dt maximo e minimo, pressdo arterial média, pressdo venosa central, exceto débito
cardiaco (VS*FC) e resisténcia vascular periférica (PAM/DC). Os parametros avaliados neste

estudo séo apresentados na Tabela 3.

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados com cloreto de potéssio (KCI
3M) via endovenosa. No grupo de C. noxius, 0s animais ainda anestesiados foram exanguinados,
para a coleta do coracdo e pulmdo. Para o estudo histopatologico, os 6rgdos coletados foram
fixados em formalina neutra 10%, incluidos em parafina, realizadas seccdes em micrétomo
(5um) e corados com hematoxilina e eosina, processados pela técnica Débora Rejane Alves
Calvante. As alteracGes foram examinadas em microscopio optico (NIKON) em aumento de 200x

e 400x, pelo professor Mario Rogério Lima Mota, no Laboratério de Patologia Bucal.

5.3.2 Eletrocardiograma (ECG)

Finalizados os procedimentos cirurgicos da hemodindmica sistémica, eletrodos
subcutaneos foram implantados, em nimero de trés (membros superiores esquerdo e direito;
linha hemi-clavicular esquerda com rebordo costal inferior), acoplados a um equipamento
PowerLab (ADI instruments, Sidney, Australia) e o ECG continuamente gravado usando o
software LabChart 7 na auséncia (controle interno) ou presenca da administracdo endovenosa das

peconhas em estudo.

5.3.3. Analise estatistica

Inicialmente foi feita a analise de normalidade de Kolmogorov Smirnov. Os dados foram
comparados por andlise de variancia ANOVA de uma via seguido do teste de Dunnett. A
probabilidade de P<0,05 indicando significancia estatistica, utilizando o programa

GraphpadPrism ® versdo 6.0.



Tabela 3 - Parametros hemodinamicos avaliados.
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Abreviacéo Parametro Valores de referéncia
para ratos
PAM (mmHg) Pressdo arterial média 93-120
DC (ml/min) Débito Cardiaco 42-62
FC (bpm) Frequéncia cardiaca 350-440
VVE (ul) Volume ventricular 140+7
esquerdo
EA (mmHg/pl) Elasténcia arterial 0.1-0.5
PVC (mmHg) Pressdo venosa central 0.2+0.1
RVP Resisténcia vascular 22+0,1
periférica
Indices diastolicos
Tau (ms) Constante de relaxamento 7-13
ventricular
dP/dt min (mmHg/s) Pressdo em funcgéo do -5970,-9675
tempo minimo
Indices sistolicos
dP/dt max (mmHg/s) Pressdo em funcéo do 7600-15876
tempo maxima
FE (%) Fracdo de ejecédo 42-87
TC Trabalho cardiaco 12800-21000

Valores de referéncia de: Treskatsch et al., (2014) e Pacher et al., (2008).
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6 RESULTADOS

6.1 Registro da hemodinamica sistémica

6.1.1 Parametros avaliados com a peconha de C. margaritatus

Na hemodindmica sistémica foram administradas doses crescentes da pegconha de C.
margaritatus (10, 30, 100 e 300 pg/kg). A Figura 8, representa o registro do programa Lab Chart
7, no qual o eixo X apresenta os tempos avaliados do controle e as diferentes doses administradas
e 0 eixo Y apresenta as variaveis como Pressdo Venosa Central (PVC), seguido da Pressdo
Arterial Média (PAM), Volume Ventricular Esquerdo (VVE), Pressdao Ventricular Esquerda
(PVE), Eletrocardiograma (ECG), dP/dt e Frequéncia Cardiaca (FC).

Figura 8 - Registro representativo da hemodinamica sistémica para C. margaritatus.
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Variaveis avaliadas na hemodinamica sistémica. No primeiro canal esta registrada a PVC. No segundo canal a PAM.
No terceiro canal o VVE. No quarto canal a PVE. No quinto canal o ECG. No sexto canal o dP/dt e no sétimo canal a
FC. Registro de n=1.

6.1.2 Parametros avaliados com a peconha de C. limpidus

Foram administradas doses crescentes da peconha de C. limpidus (10, 30, 100 e 300

pg/kg). Para a dose de 100 pg/kg, ap6s 10 min, os animais apresentaram alteracbes como
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contragBes musculares, parada respiratdria intermitente e arritmias, também foram observadas
oscilacbes na pressdo arterial média, volume de ejecdo ventricular, ECG, dP/dt e frequéncia
cardiaca (Figura 9). O envenenamento com C. limpidus gerou secre¢éo traqueal viscosa, cianose,

dificuldade respiratéria e bradicardia.

Figura 9 - Registro representativo da hemodinamica sistémica para C. limpidus.
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Varidveis avaliadas na hemodindmica sistémica. No primeiro canal esta registrado a PVC. No segundo canal a PAM.
No terceiro canal o0 VVE. No quarto canal a PVE. No quinto canal 0 ECG. No sexto canal o dP/dt e no sétimo canal a
FC. Registro de n=1.

6.1.3 Parametros avaliados com a peconha de C. noxius

A peconha de C. noxius foi avaliada em doses de 1, 10, 30, 60, 100 e 300 (pg/kg).
Iniciou-se com a dose de 1ug/kg, devido a sua baixa DL50 comparada as outras pegconhas. Com a
dose de 30 pg/kg, os animais apresentaram pilo-erecdo, contragdes e cianose. A partir da dose de
60 pg/kg observou-se salivagdo excessiva, assim como diminui¢do da pressdo venosa central,
pressdo arterial média, volume de ejecdo ventricular, pressdo ventricular esquerda e dP/dt.
Também houve diminuicdo constante da atividade sistémica até o final da avaliacdo, sem
presenca de oscilagdes bifasicas como no registro de C. limpidus. Na dose de 100 pg/kg, houve

dificuldade respiratoria, movimentos contrateis e pouca salivacdo (Figura 10).
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Figura 10 - Registro representativo da hemodinamica sistémica para C. noxius.
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No terceiro canal o VVE. No quarto canal a PVE. No quinto canal o ECG. No sexto canal o dP/dt e no sétimo canal a
FC. Registro de n=1.

6.2 Efeitos gerados por C. margaritatus, C. limpidus e C. noxius no envenenamento

A Tabela 4 apresenta um resumo dos efeitos sintomaticos encontrados durante a

avaliacdo dos grupos.

Tabela 4 - Resultados dos efeitos sintomaticos de envenenamento gerados pela peconhas de C.
margaritatus (Cm), C. limpidus (CI) e C. noxius (Cn).

Parametros Espécie
C.m C. | C.n
Cianose X X X
Secrecao X X X
Convulséo X
Contrag0es X X
involuntérias
Taquipneia X X
Bradipneia X X
Pilo-erecéo X X X
Sialorreira X X
Mastigacao X
Obito: (100pg/kg) 1 1
(300pg/kQ) 1 1 3
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6.3 Efeitos promovidos pela PCm, PCIl e PCn na curva pressao-volume e no PRSW.

Conforme a Figura 11 apresenta-se a curva pressao-volume de aproximadamente 15
ciclos de um Unico registro (representativo do n=6) da pressao ventricular esquerda (PVE) para a
hemodindmica de C. margaritatus (Cm), comparando controle interno com a dose de 100 ug/kg.
Observou-se que a contratilidade foi inalterada, com a PVE constante. A analise do trabalho
sistolico pré-recrutavel (PRSW), apresenta a relagdo entre trabalho cardiaco e volume diastélico
final. O PRSW para o grupo de Cm indica aumento do trabalho cardiaco, representando os ciclos
analizados como pontos vermelhos (Figura 12). No grupo de C. limpidus, nas mesmas condi¢des
de avaliacao (100 pg/kg) gerou diminuicao da contratilidade (Figura 13), e de acordo com a
Figura 14, o PRSW indicou queda do trabalho cardiaco. Da mesma forma na avaliacao do grupo
de C. noxius (100 pg/kg) gerou diminuicao da contratilidade (Figura 15) e do trabalho cardiaco
(Figura 16).

Figura 11 — Efeito da peconha de C. margaritatus sobre a curva pressdo-volume da
hemodinamica sistémica.
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Obtencao da curva pressao-volume do ventriculo esquerdo a partir dos dados da hemodindmica. O ESPVR (relacdo
pressdo-volume sistolica final), linha vermelha, representa a elastancia sistdlica final, que fornece um indice de
contratilidade miocérdica. O EDPVR (relagdo pressao-volume diastolica final), linha azul, representa a capacitancia
e a fungdo diastolica. (A) Controle. (B) Dose de 100 pg/kg da pegonha de C. margaritatus. n=1.

Figura 12 — Efeito da peconha de C. margaritatus sobre o PRSW da hemodinamica sistémica.
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Obtencdo do PRSW do ventriculo esquerdo a partir dos dados da hemodinamica. Os pontos vermelhos representam
os ciclos avaliados. (A) Controle. (B) Dose de 100 pg/kg da peconha de C. margaritatus. n=1.

Figura 13 - Efeito da peconha de C. limpidus sobre a curva pressao-volume da hemodinédmica
sistémica.
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Obtencao da curva pressdo-volume do ventriculo esquerdo a partir dos dados da hemodindmica. O ESPVR (relacdo
pressdo-volume sistolica final), linha vermelha, representa a elastancia sist6lica final, que fornece um indice de
contratilidade miocardica. O EDPVR (relagéo pressdo-volume diastélica final), linha azul, representa a capacitancia
e a fungdo diastolica. (A) Controle. (B) Dose de 100 pg/kg da peconha de C. limpidus. n=1.

Figura 14 - Efeito da peconha de C. limpidus sobre o PRSW da hemodinamica sistémica.
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Obtencdo do PRSW do ventriculo esquerdo a partir dos dados da hemodinamica. Os pontos vermelhos representam
os ciclos avaliados. (A) Controle. (B) Dose de 100 pg/kg da peconha de C. limpidus. n=1.

Figura 15 - Efeito da peconha de C. noxius sobre a curva pressao-volume da hemodindmica
sistémica.
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Obtencao da curva pressdo-volume do ventriculo esquerdo a partir dos dados da hemodinamica. O ESPVR (relacédo
pressdo-volume sistolica final), linha vermelha, representa a elastancia sistélica final, que fornece um indice de
contratilidade miocardica. O EDPVR (relagéo pressdo-volume diastélica final), linha azul, representa a capacitancia
e a fungdo diastolica. (A) Controle. (B) Dose de 100 pg/kg da peconha de C. noxius. n=1.

Figura 16 - Efeito da peconha de C. noxius sobre o PRSW da hemodinémica sistémica.
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Obtencdo do PRSW do ventriculo esquerdo a partir dos dados da hemodinamica. Os pontos vermelhos representam
os ciclos avaliados. (A) Controle. (B) Dose de 100 ug/kg da peconha de C. noxius. n=1.

6.4 Avaliacdo da hemodinamica sistémica com a PCm, PCl e PCn

Na avaliacdo de cada registro, visto que o grupo de C. limpidus apresentou um efeito bifasico
para todos os parametros, nas doses de 100 e 300 ug/kg foi realizada uma anéalise da seguinte
forma: 100 a, indica 0 maior ponto alcancado e 100 b 0 menor ponto do registro; da mesma forma

para a dose de 300.
6.4.1 Presséo arterial

Conforme apresentado na Figura 17 as peconhas de C. limpidus (PCI) e C. noxius (PCn)
induziram diminuicdo de forma significativa da pressdo arterial média (PAM) quando comparado
ao tempo controle. PCI apresentou um registro com efeito bifasico nas doses de 100 e 300 (a -
maior efeito e b - menor efeito), alterando as doses de 100b e 300b pg/kg (79,1745,48;
66,80£9,45, respectivamente). PCn gerou diminuigao nas doses de 10, 30, 60, 100 e 300 pg/kg
(99,5745,6; 99,57+5,6; 67,86+4,0; 49,33+4,8; 36,00+3,7, respectivamente). Entretanto C.

margaritatus ndo gerou alteracdo neste parametro.
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Figura 17 — Efeitos da PCm, PCl e PCn na pressdo arterial média.
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Variacdo da PAM induzida pelas peconhas nas diferentes doses testadas (A) PCm (B) PCI (C) PCn. Dados expressos
como média £ EPM (n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). *P<0,05 em relacdo ao grupo controle. A analise
estatistica foi feita por ANOVA seguida do pos teste Dunnett.
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6.4.2 Frequéncia cardiaca

Alteracdes e complicacdes na FC é um evento constante ap6s o envenenamento. A Figura
18 demonstra que na avaliagdo de C. limpidus houve diminui¢do nas doses de 100b pg/kg
(229,6£54) e 300b pg/kg (159,3,7+36), que foram os segmentos mais baixos do efeito bifasico
para essas doses. O efeito gerado por C. noxius foi as doses de 100 e 300 ug/kg (323,6+18,8;
290+27,0). C. margaritatus ndo alterou a FC.

Figura 18 — Efeitos da PCm, PCl e PCn na frequéncia cardiaca.
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C C.n
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Variacdo da FC induzida pelas peconhas nas diferentes doses testadas (A) PCm (B) PCI (C) PCn. Dados expressos
como média £ EPM (n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). *P<0,05 em relagcdo ao grupo controle. A analise
estatistica foi feita por ANOVA seguida do pds teste Dunnett.

6.4.3 Volume ventricular esquerdo

De acordo com a Figura 19 o VVE néo manifestou alteragcdes para nenhuma das trés peconhas

avaliadas.

Figura 19 — Efeitos da PCm, PCl e PCn no volume ventricular esquerdo.
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Variagdo do VVE induzido pelas peconhas nas diferentes doses testadas (A) PCm (B) PCI (C) PCn. Dados expressos
como média £ EPM (n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). *P<0,05 em relacéo ao grupo controle. A analise
estatistica foi feita por ANOVA seguida do pds teste Dunnett.

6.4.4 Débito cardiaco

Conforme exposto na Figura 20, os valores do grupo controle ndo se diferenciaram em
relacdo aos valores apds a administracao das diferentes doses das peconhas de C. margaritatus. O
DC diminuiu de forma significativa no grupo de C. limpidus nas doses de 100 b e 300 b
(36,49+9,5; 24,43+7,3, respectivamente) e para C. noxius na dose de 100 pg/kg (61,84+3,1) e
300 pg/kg (57,23+6,2).
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Figura 20 — Efeitos da PCm, PCl e PCn no débito cardiaco.
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Varia¢do do DC induzido pelas peconhas nas diferentes doses testadas (A) PCm (B) PCI (C) PCn. Dados expressos
como média £ EPM (n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). *P<0,05 em relacéo ao grupo controle. A analise
estatistica foi feita por ANOVA seguida do pds teste Dunnett.
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6.4.5 Elastancia arterial
Conforme a Figura 21 a Ea apresentou reducéo significativa para C. margaritatus na
dose de 300 pg/kg (3,2+0,4). C. limpidus e C. noxius ndo apresentaram alteracao quando

comparado ao grupo controle.

Figura 21 — Efeitos da PCm, PCI e PCn na elastancia arterial.
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Variacdo da Ea induzido pelas pegonhas nas diferentes doses testadas (A) PCm (n=5) (B) PCI (n=6) (C) PCn (n=6),
na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). Dados expressos como média £ EPM. *P<0,05 em relacdo ao grupo controle. A
analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do p6s teste Dunnett.

6.4.6 Pressdo venosa central

No presente estudo, de acordo com a Figura 22, a peconha de C. limpidus na dose de
100a pg/kg e 300a pg/kg; (a- é considerado o maior efeito do registro bifésico), desencadeou um
aumento significativo nos valores da PVC (3,5£1; 3,7£0,7, respectivamente), quando comparados
ao grupo controle. No entanto, o grupo de C. margaritatus e C. noxius ndo geraram diferencas
significativas.

Figura 22 — Efeitos da PCm, PCl e PCn na pressdo venosa central.
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Varia¢do da PVC induzido pelas peconhas nas diferentes doses testadas (A) PCm (n=5) (B) PCI (n=6) (C) PCn
(n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). Dados expressos como média + EPM. *P<0,05 em relacdo ao grupo
controle. A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do pds teste Dunnett.

6.4.7 Resisténcia Periférica Total

A RPT foi um parametro determinado pelo cociente entre a PAM e o DC. Conforme
observado na Figura 23 a RPT diminuiu de forma significativa no grupo de C. noxius nas doses
de 10, 30, 60, 100 e 300 pg/kg de forma dose dependentes (1,2+0,08; 1,2+0,1; 0,93+0,06;
0,78+0,08; 0,63+£003, respectivamente). Ndo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos

de C. margaritatus nem C. limpidus.
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Figura 23 — Efeitos da PCm, PCl e PCn na resisténcia periférica total.
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(n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). Dados expressos como média + EPM. *P<0,05 em relacdo ao grupo
controle. A andlise estatistica foi feita por ANOVA seguida do pds teste Dunnett.
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6.4.8 indices diastélicos

As peconhas avaliadas, ap6s a administragdo endovenosa das diferentes doses, néo

alteraram a constante de relaxamento isovolumétrico (Tau).

Figura 24 — Efeitos da PCm, PCl e PCn na constante de relaxamento isovolumétrico.
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Variacdo da Tau induzido pelas pegonhas nas diferentes doses testadas (A) PCm (n=5) (B) PCI (n=6) (C) PCn
(n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). Dados expressos como média + EPM. *P<0,05 em relagdo ao grupo
controle. A analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do pos teste Dunnett.

Conforme demonstrado na Figura 25, o grupo de C. limpidus aumentou de forma
significativa o dP/dt minimo nas doses de 100b e 300b (-4412+1958; -4001+1797,
respectivamente). C. noxius aumentou o dP/dt minimo nas doses de 60, 100 e 300 pg/kg (-
71371816, -3354+787; 18461377, respectivamente), quando comparado ao grupo controle. Nao

foi observou diferenca entre o grupo de C. margaritatus.

Figura 25 — Efeitos da PCm, PCl e PCn no dP/dt min.
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Variacdo do dP/dt minimo induzido pelas pegonhas nas diferentes doses testadas (A) PCm (n=5) (B) PCI (n=6) (C)
PCn (n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). Dados expressos como média + EPM. *P<0,05 em relagdo ao grupo
controle. A andlise estatistica foi feita por ANOV A seguida do pos teste Dunnett.

6.4.9 indices Sistolicos

Parametros como Trabalho Cardiaco (TC), Fracdo de Ejecéo (FE) e dP/dt maximo (dP/dt
méx) representam a funcéo sistélica do ventriculo esquerdo. Como observado na Figura 26 o TC
aumentou significativamente para C. margaritatus na dose de 300 pg/kg (2666+334) e diminuiu
para C. limpidus nas doses de 100b pg/kg e 300b pg/kg (528,8+248,1; 690,8+401,
respectivamente), da mesma forma para C. noxius nas doses de 60, 100 e 300 pg/kg (3424+457;
2278+337; 2334+752, respectivamente).
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Figura 26- Efeitos da PCm, PCI e PCn no trabalho cardiaco.
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na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). Dados expressos como média £ EPM. *P<0,05 em relagdo ao grupo controle. A
analise estatistica foi feita por ANOVA seguida do p6s teste Dunnett.
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Ja em relacdo a fracdo de ejecdo, observou-se uma diminuicdo nesse parametro nos
animais tratados com a peconha de C. noxius nas doses de 100 e 300 pg/kg (18,12+0,9 e
14,6+2,3, respectivamente). No entanto, nos grupos de C. margaritatus e C. limpidus nao alterou
de forma significativa (Figura 27).

Figura 27 — Efeitos da PCm, PCl e PCn na fracdo de ejecéo.
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Variacdo da FE maximo induzido pelas peconhas nas diferentes doses testadas (A) PCm (B) PCI (C) PCn. Dados
expressos como média + EPM (n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). *P<0,05 em relacdo ao grupo controle. A
analise estatistica foi feita por ANOV A seguida do pos teste Dunnett.

De acordo com a Figura 28, o dP/dt maximo elevou-se de forma significativa no grupo de
C. margaritatus na dose de 300 pg/kg (13884+834) e diminuiu para C. limpidus na dose de 100b
Ha/kg (3950+1474) e 300 b (4771+£2249). A mesma diminuicdo foi observada para o grupo de C.
noxius nas doses de 100 e 300 pg/kg (5932+1037 e 4791+21,53, respectivamente).

Figura 28 — Efeitos da PCm, PCl e PCn no dP/dt max.
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PCn (n=6), na dose de 300 pg/kg de PCI (n=5). Dados expressos como média £ EPM. *P<0,05 em rela¢do ao grupo
controle. A andlise estatistica foi feita por ANOV A seguida do pos teste Dunnett.

6.4.10 Eletrocardiograma

A despolarizacdo ventricular precoce a partir da dose de 10 pg/kg, conforme a figura 29 foi mais
frequente para C. limpidus e C. noxius que para C. margaritatus, de forma dose dependente,

quando comparado ao grupo controle.
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Figura 29 — Efeito da pegonha de C. margaritatus no eletrocardiograma.
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Registro do ECG no grupo controle e representacdo da despolarizagdo ventricular precoce encontrada durante a
avaliacéo das diferentes doses com C. margaritatus

De acordo com a Figura 30, na avaliagdo de C. limpidus foi comum as oscilagdes
gerando um efeito bifasico no registro, apresentando aumento e diminuigcdo recorrente nos
diferentes parametros j& descritos (Figura 30). Observou-se este tipo de alteracGes pelas fortes

contracdes musculares e dificuldade respiratoria nos ratos.

Figura 30 - Registro ampliado da hemodinamica sistémica para PCI.
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nas doses de 100 e 300 pg/kg.
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A despolarizacao ventricular precoce para C. limpidus surgiram a partir da dose de 10

Ma/kg, sendo mais frequentes nas Gltimas doses 100 e 300 pg/kg (Figura 31).

Figura 31 — Efeitos da peconha de C. limpidus no eletrocardiograma.
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diferentes doses com C. limpidus

Para C. noxius também foram observados eventos oscilatorios (Figura 32), que
comecaram a partir da dose de 10 pg/kg (aproximadamente 10 eventos) a cada 4 minutos, na
dose de 30 pg/kg (aproximadamente 15 eventos), e na dose de 100 pg/kg (aproximadamente 48
eventos). Na dose de 300 pg/kg o registro ficou alterado e ndo permitiu caracterizar este

fenémeno.

Figura 32 — Alteragdes no registro da hemodinamica sistémica de PCn.
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A despolarizagéo ventricular encontrada para C. noxius comegaram a partir da dose de

10 pg/kg, sendo mais frequentes nas ultimas doses (Figura 33).

Figura 33 — Efeitos da peconha de C. noxius no eletrocardiograma.
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Registro do ECG no grupo controle e representacdo da despolarizacdo ventricular encontradas durante a avaliacdo
das diferentes doses com C. noxius.

Conforme exposto na Tabela 5, no grupo de C. margaritatus, o tempo controle néo tevi diferenca
significativa em relacdo aos valores dos parametros do ECG, como o intervalo RR (tempo entre
dois batimentos cardiacos), o intervalo PR (atraso do estimulo no nodo atrioventricular), o
intervalo QRS (despolarizacdo dos ventriculos), o intervalo QTc (eficiéncia na repolariza¢do do
ventriculo) e a amplitude P. De acordo com a Tabela 6, a avaliagdo do ECG para C. limpidus
desencadeou um aumento significativo nos valores do intervalo RR na dose de 300 pg/kg,
diminuicdo do intervalo QTc e amplitude P e sem alteracdo dos intervalos RR e QRS.
Entretanto, os parametros do ECG para C. noxius séo apresentados na Tabela 7, com aumento
dos intervalos RR e QRS na dose de 300 pg/kg. No entanto, na dose de 300 pg/kg o intervalo
QTc e a amplitude P, manifestou reduziu significativamente em relacdo ao grupo controle. A

mesma figura ainda reporta que o intervalo RR ndo foi alterado.

Tabela 5 - Registros de C. margaritatus nos parametros do ECG.

Parametros Controle 10 30 100 300
RR 0,153+0,04 0,161+0,07 0,159+0,06 0,155+0,05 0,154+0,03
PR 0,049+0,00 0,048+0,00 0,049+0,00 0,049+0,00 0,048+0,00
QRS 0,018+0,00 0,017+0,00 0,019+0,00 0,020+0,00 0,017+0,00
QTc 0,139+0,00 0,141+0,00 0,151+0,02 0,155+0,01 0,164+0,00
Amplitude P 0,134+0,01 0,136+0,01 0,135+0,01 0,135+0,01 0,131+0,01

Os dados sdo expressos em média + E.P.M, com analise por ANOVA seguida do pds teste Dunnett. *P<0.05. n=6.



Tabela 6 - Registros de C. limpidus nos parametros do ECG.
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Parametros Controle 10 30 100 300
RR 0,153+0,00 0,152+0,00 0,164+0,00 0,214+0,03  0,295+0,06 *
PR 0,049+0,00 0,049+0,00 0,049+0,00 0,049+0,00 0,052+0,00
QRS 0,016%0,00 0,015+0,00 0,016+0,00 0,017+0,00 0,019+0,00
QTc 0,179+0,01 0,178+0,01 0,173+0,01 0,168+0,01  0,138+0,01 *
Amplitude P 0,126+0,01 0,127+0,01 0,123+0,01 0,111+0,01  0,058+0,01 *

Os dados sdo expressos em média + E.P.M, com analise por ANOV A seguida do p6s teste Dunnett. *P<0.05. n=6, na
dose de 300 pg/kg de PCI (n=5).

Tabela 7 — Registros de C. noxius nos parametros do ECG.

Pardmetros  Controle 10 30 60 100 300
RR 0,149+0,00 0,152+0,01 0,151+0,01 0,148+0,01 0,157+0,01 0,190+0,01 0,215+0,03*
PR 0,049+0,02 0,049+0,02 0,049+0,02 0,048+0,02 0,048+0,02 0,050+0,02 0,052+0,01
QRS 0,01740,00 0,017+0,00 0,017#0,00 0,016+0,00 0,014+0,00 0,017+0,00 0,02+0,00 *
QTc 0,1706+0,01 0,1664+0,01 0,1655+0,01 0,1608+0,01 0,180+0,01 0,159+0,01 0,12+0,02 *
Amplit. P 0,1294+0,01 0,131+0,01 0,133+0,02 0,136+0,02 0,137+0,02 0,109+0,01 0,051+0,02*

Os dados sdo expressos em média + E.P.M, com anélise por ANOVA seguida do pés teste Dunnett. *P<0.05. n=6.

6.5 Avaliacdo histopatoldgica

A andlise histologica da hemodindmica de C. noxius, a mais tdxica das peconhas

avaliadas, mostrou altera¢@es no pulmdo, embora sem alteracdo do tecido cardiaco (Figura 34).
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Figura 34 - Avaliacao histopatoldgica do coracdo e pulmédo na hemodinamica sistémica da
peconha de C. noxius.

A imagem mostra a avaliagdo histopatolégica do coragdo e pulmdo. A) analise do tecido cardiaco
evidenciou miocardio normal (seta preta) e cavidades cardiacas amplas e revestidas por endotélio tipico
(seta vermelha). A andlise do pulméo evidenciou presenca de marcante hemorragia intra-alveolar (Painel
B; seta preta) com visualizagdo de vasos sanguineos ectasicos (Painel B; seta vermelha). Adicionalmente,
observou-se areas com formacdo de edema pulmonar associado a intenso infiltrado inflamatério difuso
(Painel C; seta verde), composto por células mononucleares (Painel D; seta amarela) e polimorfonucleares
(painel D; seta roxa). Aumento 200X e 400X. Coloracdo HE.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos gerados por diferentes doses de peconha de trés
espécies de escorpides do género Centruroides: C. margaritatus da Colémbia (Municipio do
Patia), C. limpidus e C. noxius do México, sobre os parametros hemodindmicos sistémicos. O
processo de injecdo e avaliacdo de cada dose induziu diferentes graus de envenenamento para
cada espécie, com efeitos em comum como cianose, secrecao e piloerecdo. Achados similares sdo
observados em acordo a outros estudos (BUSH, 1999; PADILLA et al., 2003).

As manifestacBes sistémicas causadas pela intoxicagdo apds a picada do escorpido é
resultado fundamental da acdo neurotoxica dos peptideos. As espécies perigosas para 0 homen
geram hiperestimulacdo simpatica, com liberacdo de catecolaminas e alteracdo dos canais i6nicos
pelas proteinas de baixo peso molecular da peconha, prolongando o potencial de acao das células
do sistema nervoso autbnomo (ISMAIL, 1995). Esses efeitos podem causar graves alteraces na
contratilidade do ventriculo esquerdo (cardiomiopatia) e aumento da permeabilidade capilar
pulmonar (edema pulmonar agudo) (CUPO e HERING, 2002; ABOUMAAD et al., 2014;
COSTAL-OLIVEIRA et al., 2017; DOKUR et al., 2017).

Com relacdo a escolha das doses avaliadas, considerou-se previos registros da
hemodindmica sistémica e a quantidade aproximada de proteina que € inoculada apds a picada. A
espécie C. margaritatus gera aproximadamente 110 pg de proteina por animal (GUERRERO-
VARGAS 2002) e para C. limpidus relataram um valor médio de 320 pg (URIBE et al., 2017).
Estudos anteriores de hemodinamica sistémica como o de Zeghal et al., (2000) avaliaram doses
de 150, 300 e 600 pg/kg do escorpido Buthus occitanus e fizeram as aplicagdes pela via
intravenosa (iv). A ultima dose apresentou uma alta taxa de mortalidade e foi excluida. O estudo
de Wang et al., (1994) avaliaram as doses de 10, 30, 50, 70 e 100 pg/kg, administradas com
intervalos de 5 min (iv), similares ao nosso estudo (1, 10, 30, 60, 100 e 300 pg/kg). Também
foram relatadas doses como 40, 50, 80 e 700 pg/kg (TARASIUK et al., 1994), sendo inviaveis
nesta pesquisa, considerando as quantidades de proteina geradas pelas espécies avaliadas. Neste
estudo as doses iniciais para avaliar foram 1, 30, 100 e 300 pg/kg, para C. margaritatus e C.

limpidus, e considerando baixa DL50 de C. noxius foram acrescentadas as doses de 1 e 60 pg/kg.
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O género Centruroides, apresenta uma ampla distribuicdo geografica e expde uma
carateristica particular: integrar espécies da América do Norte consideradas entre as mais letais
do mundo, dentre eles C. limpidus que apresenta uma DL50, em camundongos, de 1,72 mg/kg
subcutaneo (sc) (PADILLA et al., 2005) e C. noxius sendo o mais letal com a DL50 de 0,8 mg/kg
(sc) (PETRICEVICH, 2006). J& no caso de C. margaritatus com distribuicdo em Centro e
Ameérica do Sul tem uma DL50 de 46,83 mg/kg (ip) e sua importancia sobrevém pela prevalente
distribuicdo na Colémbia e a alta incidéncia de casos de escorpionismo em areas rurais e urbanas
(GUERRERO-VARGAS, 2008).

Os efeitos do envenenamento gerados por C. margaritatus indicam que sua peconha
tem baixa toxicidade, confirmado pelos estudos clinicos e toxicologicos dos acidentados, por
Marinkelle e Stahnke (1965). Esses autores mostraram nos primeiros 10 minutos ap6s o
envenenamento (63 mg/kg sc) sintomas como hipertesia, hiperatividade acompanhada de intensa
hiperventilacdo e salivacdo moderada. Apo6s 20-25 minutos da inoculacdo 0s animais
continuaram hiperativos, com salivacdo densa, sem perda aparente do controle do nervo motor
nem evidéncia de convulsdo. Foi observado que seguidos 45-50 minutos posterior a inoculagéo,
0s animais estavam hiperativos, com respira¢do diminuida, mas a salivagdo permaneceu densa e a
morte ocorreu nos 75-90 minutos seguintes. Tem-se relatado que apds a picada de C.
margaritatus 0s pacientes apresentam um diagndstico de envenenamento de grau I, com
exacerbacdo das vias respiratorias e reacdo alérgica moderada (SEAN, 1999). No presente estudo

também foi observado o envenenamento de grau | de forma experimental.

Na avaliacdo da peconha de C. limpidus foi marcante a dispneia, cianose e secrecdo
salivar com aspecto espumoso com tonalidade rosa, sintomas que classificam o envenenamento
como grau Il e relacionados a formacdo de edema pulmonar (KHATTABI et al., 2011). Esses
efeitos também foram encontrados no estudo de Padilla et al., (2003), que reportou salivacéo,
mastigacdo, taquipneia, convulsfes, bradipneia e taquicardia. Eles indicam que as diferencas
geneticas, sexo e idade do paciente sdo relevantes na patogénese do envenenamento e que o
tratamento oportuno com antiveneno reduz a taxa de mortalidade. No grupo de C. limpidus
identificou-se que os parametros foram alterados a partir da dose de 30 pg/kg e devido as
contragBes musculares e paradas respiratorias, foram comuns as oscilagdes, com aumento e

diminuicdo frequente nos registros, levando a um efeito bifasico nas doses de 100 e 300 ug/kg.
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Sabe-se que C. noxius € 0 mais toxico de todos os escorpides mexicanos, amplamente
estudado no isolamento de toxinas com propriedades farmacoldgicas (SANTIBANEZ-LOPEZ et
al., 2016). Os efeitos de envenenamento encontrados para esta espécie foram similares aos
apresentados para o grupo de C. limpidus com excec¢éo das convulsdes e mastigacéo, corroborado
com os resultados do estudo de Petricevich (2006), que mostraram entre 0s sintomas mais
frequentes, salivacdo e tremor observado até 120 min apds a inoculacdo. No presente trabalho,
apos os 15 min do registro do grupo de C. noxius, na dose de 300 pg/kg, ocorreu a morte de trés
dos seis ratos, possivelmente pelo alto grau de envenenamento. A pegonha de C. noxius néo
apresentou oscilacGes no registro da hemodindmica, embora tenha causado diminui¢do dose-

dependente dos parametros sistémicos a partir da dose de 30 pg/kg.

As variaveis da hemodinamica analisadas nesta pesquisa sdo dependentes da carga, e
medidas mais precisas da funcdo ventricular estdo disponiveis na curva pressdo-volume
(MAURER et al., 2006). No presente estudo a curva pressao-volume para C. margaritatus,
mostrou que a dose de 100 pg/kg ndo alterou a contratilidade, nem o trabalho sist6lico pré-
recrutavel (PRSW). Nesse contexto, na dose de 300 pg/kg houve aumento da contratilidade
(dP/dt méx) e do trabalho cardiaco, e autores indicam que estes eventos contribuem com a
progressdo de lesdes como despolarizagcdo ventricular precoce, observadas de maneira dose-

dependente no registro do eletrocardiograma (ABROUG et al., 2015).

Em condig¢Bes normais do coragdo, 0 aumento da contratilidade, estd relacionado ao
aumento da pre-carga e fracdo de ejecdo e, neste estudo, esses pardmetros ndo foram alteradas
para o grupo de C. margaritatus. Esses resultados foram similares aos encontrados no estudo da
hemodinamica sistémica com a mesma espécie, realizado por Bonilla-Valencia (2014), que
reportou aumento do dP/dt méax e diminui¢do do dP/dt min. Neste estudo, utilizaram as doses de
1,10 e 100 pg e 1 mg. Além disso, na avaliacdo do ECG encontraram extra-sistoles ventriculares

e supraventriculares, e bradicardia sinusal.

Adicionalmente, a curva pressdo-volume para C. limpidus indica diminuicdo da
contratilidade e da rigidez do ventriculo. O aumento da pressdo venosa central gera um aumento
do retorno venoso, que no caso de um coragdo saudavel o débito cardiaco (DC) também seria
aumentado, embora, devido as alteracdes hemodinamicas como hipotenséo, bradicardia, queda do
trabalho cardiaco e do dP/dt max, o coragdo ndo consegui compensar estes efeitos e 0 DC diminui
de forma significativa (GARCIA et al., 2011). Com as duas maiores doses avaliadas, esta espécie
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induziu um efeito bifasico na pressdo arterial e a frequéncia cardiaca, expresso primeiro por uma
resposta hipotensora transitoria de aproximadamente 1 minuto, alternada com respostas basais,
observado em 4 dos 6 ratos avaliados (100 pg/kg). Por outro lado, na dose maior (300 pg/kg), o
efeito foi observado em 5 dos 6 ratos, com 1 caso de 6bito ap6s a dose de 100 pg/kg. Esse achado
corrobora com estudos nas mesmas condigdes, que encontraram uma resposta bifasica com a
peconha de Scorpio maurus palmatus (ETTINGER et al.,, 2013) e L. quinquestriatus
(TARASIUK et al., 1994).

Diferente dos nossos achados, o estudo hemodindmico com a peconha de Buthus
occitanus, com uma DL50 (1,44 mg/kg) préxima a de C. limpidus, causou aumento da pressao
arterial, dP/dt e resisténcia periférica total, assim como diminui¢édo do debito cardiaco (ZEGHAL
et al., 2000) e concluiram que esses resultados foram devido a liberacdo massiva de
catecolaminas, com estimulacdo dos receptores a e  com o desenvolvimento de fortes efeitos

vasoconstritores sistémicos, aumentando a pds-carga e reduzindo a atividade cardiaca.

Os dados deste trabalho indicam que a pegonha de C. noxius foi a mais toxica das trés
avaliadas, toda a funcdo cardiaca foi alterada apds a sua administracdo. A curva pressdo-volume
na dose de 100 pg/kg indica diminuicdo da contratilidade e baixa rigidez do ventriculo, que foi
representada pela diminuicdo da relacdo PRSW e a queda do indice de contratilidade dP/dt
maximo e resisténcia periférica total (RPT). O débito cardiaco é regulado principalmente pela
demanda de oxigénio pelas células do corpo e considerando a dificuldade respiratdria e a
diminuigdo significativa deste parametro, pode-se inferir que o coragdo ndo esta desempenhando
de forma regular sua funcdo de transportar sangue para fornecer oxigénio, nutrientes e
substancias quimicas as células do corpo, com menor desempenho sistolico do ventriculo ap6s
envenenamento (NADERI, 2018).

O presente estudo evidenciou que o volume ventricular esquerdo (VVE) foi conservado
para C. margaritatus e C. limpidus, evento que pode estar associado a manutencao da fracdo de
ejecio (FE) (GARCIA et al., 2011). Adicionalmente, cita-se que a peconha de C. noxius
diminuiu o trabalho cardiaco e a fracdo de ejecdo, que é determinada pela divisdo do volume
ejetado e o volume diastélico final. Sugere-se que este fenbmeno pode ser associado a uma
possivel disfuncdo ventricular esquerda, como também foi reportado no estudo clinico dos efeitos

hemodindmicos por Androctonus australis (NOUIRA et al., 1995).
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A pesquisa de Ettinger et al., (2013) determinaram que a inje¢do da peconha de Scorpio
maurus palmatus induziu um efeito bifasico, expresso primeiro por uma resposta hipotensora
rapida e transitéria, que durou até 10 minutos, seguida por uma resposta hipertensiva, que durou
até uma hora. Verificou-se que estes efeitos resultaram dos diferentes componentes da pegonha.
A fosfolipase A2 produziu o efeito hipotensivo, enquanto uma fragdo polipeptidica neurotdxica
ndo enzimatica produziu o efeito hipertensivo. Baseado nesta referéncia é possivel relacionar o
efeito hipotensivo dos escorpifes mexicanos com a presenca de metaloproteinases (enzimas
proteoliticas), hialuronidases e fosfatases para C. limpidus (URIBE et al., 2017), da mesma
forma, dados da literatura demonstraram para C. noxius compostos enzimaticos (SANTIBANEZ-
LOPEZ et al., 2016).

Por outro lado, também é possivel que a diminuicdo da atividade simpética, seja
desencadeada pela vasodilatagdo, redugdo da presséo arterial e aumento do armazenamento de
sangue nos reservatérios venosos. Geralmente ha uma diminuicdo concomitante da frequéncia
cardiaca, mas isso se deve possivelmente a estimulacdo da inervacdo vagal do coracdo, como é

descrito por Barret et al., (2014).

Em adicdo, os resultados encontrados para C. limpidus e C. noxius estdo em desacordo
com outros estudos, que reportaram aumento da pressdo arterial, do dP/dt e da resisténcia
periférica total, para Buthus occitanus (ZEGHAL et al., 2000) e aumento do trabalho cardiaco e
débito cardiaco no estudo com Leiurus. quinquestriatus (TARASIUK et al., 1994). Da mesma
forma, estudos prévios da hemodinamica de L. quinquestriatus que reporta uma DL50 de 0,25
mg/kg, proxima a de C. noxius, gerou estimulacdo simpatica, com aumento nas pressoes sistélica
e diastélica do ventriculo esquerdo, pressdes arteriais pulmonares e sistémicas e na contratilidade
ventricular esquerda (GUERON et al. 1980), diferente do nosso estudo, o qual sugere diminui¢ao

do desempenho cardiaco para C. noxius (GARCIA et al., 2011).

A despolarizagdo ventricular precoce foi evidente de forma dose-dependente para as
trés peconhas, com maior nimero de eventos para C. limpidus e C. noxius. Esta arritmia indica o
impedimento para que o impulso sinusal penetre no né AV, resultando em uma pausa
compensatdria. Mesmo na presenca desses eventos, 0 organismo pode ndo apresentar alteracdes
hemodindmicas (SCHWARZWALD et al., 2009). A peconha de C. margaritatus ndo gerou

alteragdes significativas nos intervalos do ECG, devido que as anormalidades do ritmo cardiaco,
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geralmente de curta duracdo, podem ndo contribuir com as alteragdes hemodinamicas (GUERON
etal., 1992).

O eletrocardiograma do grupo de C. limpidus indicam aumento do tempo entre dois
batimentos cardiacos (intervalo RR) e diminui¢do da despolarizacdo atrial (intervalo P), assim
como também foi reportado para C. noxius, além do aumento na despolarizacdo dos ventriculos
(intervalo QRS) e queda na eficiéncia da repolarizacdo do ventriculo (intervalo QTc). Estes
achados indicam uma possivel falha cardiaca (SCHWARZWALD et al., 2009) e estdo de acordo
com outros estudos, nos quais encontraram bradicardia, e alteragdes no eletrocardiograma
indicando iquemia cardiaca, bloqueio do miocardio, arritmias e infarto na avaliacdo da peconha
de Leiurus quinquestriatus quinquetriatus (0.5 mg/kg i.v) (FATANI et al., 2000; KRISHNA
MURTHY, 2014).

Na analise do pulmao para C. noxius evidenciou-se a presenca de marcante hemorragia
intra-alveolar, com visualizacdo de vasos sanguineos ectasicos e, adicionalmente, observou-se
areas com formacao de edema pulmonar associado a intenso infiltrado inflamatorio difuso. Dados
hemodindmicos relatam que o edema pulmonar em envenenamento escorpidnico grave pode ser
de origem cardiaca. Os dados achados neste estudo mostram que C. noxius induziu edema
pulmonar e alteracdes cardio-respiratorias semelhantes aos encontrados por Medjadba et al.,

(2016), realizada com uma toxina isolada do escorpido africano Androctonus australis (Aa).

Dados da literatura também reportaram efeitos como bradicardia, edema e alteracdes
cardiorrespiratérias no estudo com Mesobothus tamulus (SINGH e DESHPANDE, 2005). Outros
autores como Pinto e colaboradores (2010) estudaram os efeitos cardiorrespiratérios da pegonha
de Tityus fasciolatus na dose de 2,3 mg/kg em ratos, encontrando alterages no ECG, além de
hemorragias visuais e microscopicas nos pulmdes, resultados que apoiam 0s nossos achados para

C. noxius.

Evidéncias experimentais e clinicas mostram que a cascata inflamatéria e a liberacdo de
citocinas desempenham um papel importante na patogénese de muitas sindromes de
envenenamento (FUKUHARA et al., 2003; PETRICEVICH, 2006). Em base nos resultados
descritos na literatura, infere-se que a pegonha de C. noxius possivelmente poderia gerar um
aumento moderado da permeabilidade capilar no rato, sendo um fator contribuinte para a

hipotensao, ligado também ao edema pulmonar (MEDJADBA et al., 2016).
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Na anélise histologica do tecido cardiaco de C. noxius ndo foram visualizadas alteragdes.
Embora, os resultados da hemodindmica fornecem evidéncias da relacdo entre a bradicardia,
hipotensdo e edema pulmonar induzido pela peconha deste escorpido (obtido a partir de métodos
fisicos e histoldgicos), da mesma forma, corroborando com o estudo de Deshpande et al., (1999)

com Buthus tamulus.

O edema pulmonar pode estar acompanhado ou ndo de efeitos no tecido cardiaco, como é
apresentado no estudo com Tityus serrulatus que reportou a presenca de necrose miocardica. Os
autores sugerem que esse efeito é induzido por catecolaminas e provavelmente devido a
isquemia, induzida pela demanda aumentada de oxigénio causada pela estimulacéo inotrépica do
coracdo, sem evidéncia de um efeito toxico direto da peconha do escorpido no miocardio
(BENVENUTI et al., 2002).

Considerando a alta incidéncia de escorpionismo nos paises tropicais, fazia-se necessaria
uma analise dos efeitos e interacfes existentes entre a peconha total e o sistema cardiovascular.
Esta metodologia permite avaliar o desempenho cardiaco, determinado pela contratilidade, pré-
carga (pressbes de enchimento), pds-carga (resisténcias) e frequéncia cardiaca. Os achados
principais deste estudo foram que a peconha de C. margaritatus gerou leve toxicidade, com
efeitos de envenenamento, catalogados de grau I, como agitacdo, tremor e cianose. Entretanto, C.
limpidus apresentou toxicidade média, com hipotensdo, bradicardia, aumento da pressdo venosa
central, diminui¢do do trabalho cardiaco e da contratilidade. A peconha de C. noxius foi a mais

toxica, gerando alteracGes na maioria dos parametros sistémicos avaliados.

Esses efeitos sdo relevantes, contribuindo com posteriores pesquisas na descoberta dos
mecanismos de acdo de peconhas como C. margaritatus, C. limpidus e C. noxius, importante na
descoberta de ferramentas farmacologicas, assim como o estudo de receptores e vias fisioldgicas.
Acreditamos que estes resultados ampliem os conhecimentos sobre a fisiopatologia das peconhas

de escorpiBes que levam sérios eventos de intoxicacao.
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Tabela 8 Resumos dos resultados da Hemodindmica sistémica encontrados na pesquisa.

C. margaritatus C. limpidus C. noxius
Pardmetros 10 30 100 300 10 30 100a 100b 300a 300b 1 10 30 60 100 300
PAM - T } v i} vV |- v v v v V¥
FC - - - - \% - v |- - - - Vv ¥V
VVE - - - - - - - - - - - - -
DC - - - - v - viol- - - -
Ea - vl - - - - - - - - - - - -
PVC - - - A - Ao- e - e e
RPT - T e R 2 A
Tau - - - - - - T e
dP/dt min | - S N N I M N |
TC - N - V - v |- - v vV
FE - - - - - - R
dP/dt max | - Al- - - v - V- - - Y
Fonte: autor.
Tabela 9 Resumos dos resultados do electrocardiograma encontrados na pesquisa.
Parametros . margaritatus C. limpidus C. noxius

10 30 100 300 |10 30 100 300 10 30 60 100 300
RR N - - A
PR - - - - - - - - - - - -
QRS - - - - - - - - - - - - N
QTc S CE N - - - Y
P I ERC . - - - -y

Fonte: autor.
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8 CONCLUSAO

Conclui-se a partir dos dados obtidos no presente estudo que a peconha de C. margaritatus gerou
sintomas de envenenamento de grau | e leve cardiotoxicidade, com aumento do trabalho cardiaco,
contratilidade e diminuicdo da elastdncia arterial. A pegonha de C. limpidus induziu
envenenamento de grau Il e cardiotoxicidade severa, com hipotensdo, bradicardia e diminuicéo
do débito cardiaco, trabalho cardiaco e contratilidade, assim como aumento da pressao venosa
central. Das peconhas avaliadas C. noxius foi a mais tdxica e causou envenenamento de grau 11,
gerando hipotensdo, bradicardia, alteragbes no ECG e edema pulmonar, relacionado a
insuficiéncia ventricular esquerda, sem alteracdo direta no tecido cardiaco. A despolarizacdo
ventricular precoce ocorreu de forma dose-dependente, com maior frequéncia para C. limpidus e

C. noxius que para C. margaritatus, vinculadas as alteracdes hemodinamicas.
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