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RESUMO

O escorpionismo ¢ considerado pela Organizagdo Mundial de Saude um
problema de satde negligenciado ao redor do mundo. Os casos de
acidentes envolvendo escorpides crescem anualmente de maneira
exponencial, principalmente nos paises do hemisfério sul. A fauna
escorpidnica é composta por mais de 1500 espécies descritas, sendo que
mais de 150 ja foram relatadas no Brasil. A espécie Tityus serrulatus é
responsavel pela maioria dos ataques conhecidos no pais, pois estes
animais estdo extremamente adaptados ao meio urbano, apresentam
grande capacidade de reprodug@o e sobrevivem a condi¢des adversas. O
veneno deste escorpido possui mais de 100 mil moléculas ¢ as mais
conhecidas sfo: histamina, serotonina, peptideos, nucleotideos,
aminoacidos, sais, proteases, fosfolipases e neurotoxinas. Os efeitos
causados pelo veneno sdo classificados em leves, moderados, graves ¢
podem até provocar a morte da vitima. Segundo o Ministério da Satde, o
unico tratamento preconizado no Brasil contra o escorpionismo ¢ a
imunoterapia com soro antiescorpidnico. A produgdo deste soro ¢ baseada
em protocolos de 1903, onde cavalos s2o hiperimunizados com o veneno
para uma producdo em grande escala de anticorpos. Durante este
processo, os animais desenvolvem a sintomatologia promovida pelo
envenenamento, vivendo em condi¢des precarias de saide e com
expectativa de vida reduzida. Com o intuito de encontrar alternativas para
melhorar as condi¢des de satide e aumentar a expectativa desses animais,
o presente estudo teve como objetivo: avaliar o efeito do exercicio fisico
sobre a produgdo de anticorpos em camundongos submetidos a
imunizagdo com o veneno do escorpido Tityus serrulatus. Além disso,
foram avaliados marcadores bioquimicos e inflamatdrios, parametros
comportamentais ¢ de sensibilidade & dor e longevidade dos animais.
Foram utilizados 32 camundongos machos da espécie C57BL/6, com 28
a 40 dias de idade, divididos aleatoriamente em grupo controle e grupo
exercicio fisico. Todos os animais foram imunizados e tiveram sangue
coletado semanalmente durante 10 semanas. Os camundongos do grupo
exercicio fisico realizavam treinamento de natagdo, 3 vezes por semana.
Os resultados mostraram que ndo houve diferenga significativa na
producdo de anticorpos entre os grupos. Os animais do grupo exercicio
apresentaram niveis de IL-1 significativamente maiores que os do grupo
controle. Na avaliagdo dos parametros bioquimicos, observou-se que o
exercicio fisico promoveu melhoras expressivas nos niveis de glicose,
colesterol, TGO e TGP. Os testes de sensibilidade a dor e
comportamentais nao apresentaram diferenca significativa entre os



grupos € 0s animais que praticaram exercicios apresentaram maior
longevidade (20,3 meses) que animais sedentarios (17,5 meses). Os
resultados indicam que o exercicio fisico ndo altera a produgdo de
anticorpos em animais submetidos ao veneno do escorpido Tityus
serrulatus e os animais que realizaram treinamento fisico apresentaram
melhores condigdes de satide e expectativa de vida.

Palavras-chave: escorpionismo; exercicio fisico; longevidade; produgao
de soro; Tityus serrulatus.






ABSTRACT

Scorpionism is considered by the World Health Organization as a
neglected health problem around the world. The cases of accidents
involving scorpions grow exponentially annually, especially in the
countries of the southern hemisphere. The Scorpion fauna is composed of
more than 1500 described species, and more than 150 have been reported
in Brazil. The species Tityus serrulatus is responsible for most of the
known attacks in the country, as these animals are extremely adapted to
the urban environment, have a great capacity for reproduction and survive
adverse conditions. The venom of this scorpion has more than 100,000
molecules and the best known are: histamine, serotonin, peptides,
nucleotides, amino acids, salts, proteases, phospholipases and
neurotoxins. The effects caused by the poison are classified as mild,
moderate, severe and can even cause the victim's death. According to the
Ministry of Health, the only treatment recommended in Brazil against
scorpionism is immunotherapy with antiscorpion serum. The production
of this serum is based on 1903 protocols, where horses are
hyperimmunized with the venom for large-scale antibody production.
During this process, the animals develop the symptoms caused by the
poisoning, living in precarious health conditions and with reduced life
expectancy. In order to find alternatives to improve the health conditions
and increase the expectation of these animals, the present study aimed to:
evaluate the effect of physical exercise on the production of antibodies in
mice subjected to immunization with the venom of the Tityus serrulatus
scorpion. In addition, biochemical and inflammatory markers, behavioral
parameters and pain sensitivity and longevity of the animals were
evaluated. Thirty-two male mice of the species C57BL/6, 28 to 40 days
old, were randomly divided into control and exercise groups. All animals
were immunized and had blood collected weekly for 10 weeks. The mice
in the exercise group performed swimming training 3 times a week. The
results showed that there was no significant difference in the production
of antibodies between the groups. The animals in the exercise group had
significantly higher IL-1 levels than those in the control group. In the
evaluation of biochemical parameters, it was observed that physical
exercise promoted expressive improvements in the levels of glucose,
cholesterol, TGO and TGP. Pain sensitivity and behavioral tests did not
show significant differences between groups and animals that practiced
exercise had greater longevity (20.3 month) than sedentary animals (17.5
month). The results indicate that physical exercise does not alter the
production of antibodies in animals submitted to the venom of the Tityus



serrulatus scorpion and the animals that underwent physical training
showed better health conditions and life expectancy.

Keywords: longevity; physical exercise; serum production; scorpionism;
Tityus serrulatus.
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1 INTRODUCAO
1.1 ESCORPIAO

Os escorpides sdo considerados animais pré-historicos e vivem na Terra
ha aproximadamente 450 milhdes de anos. Diferentemente da grande
maioria de outras espécies vivas, estes animais apresentam uma
morfologia conservada, com uma anatomia sem maiores evolugdes em
relacdo aos primeiros relatos (Mendes, 2012). Além desta anatomia,
fatores metabolicos, fisioldgicos, ecoldgicos e comportamentais
transformam os escorpides em animais com grande capacidade de
adaptagdo aos mais diferentes tipos de habitats terrestres, tais como:
desertos, florestas tropicais, equatoriais, temperadas, savanas,
montanhas com neve e cavernas (Lourengo, 2001).

Os escorpides sdo artropodes quelicerados, pertencentes a classe
Arachnida da ordem Scorpionidae (Marcussi et al., 2011). A fauna
escorpidnica ja possui mais de 1500 espécies descritas, segundo
Prendini e Wheeler (2005), destas, aproximadamente 160 foram
relatadas no Brasil (Brasil, 2009). A classifica¢do dos escorpides pode
ser observada através da tabela a seguir:
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Reino: [ Famikia: GEneros: Expaciax: .
Anima i Buthidae §—— Aloyotinyus Tityus arellionoparrai
Filo: Chaerilidae Androctonus :’W”’ bohiensis
Artropoda chactidae Ancmolobuthus Tityus Boconoensis
subfilo: Escorpicas Babycurs TS SRR
Chelicerata Superstitionidae Buthocus TRyos Chahsin
Classe: Vaeovidae Buthosoonmic :ﬂ‘pw .
Arachinida Caraboctondae Buthus Tityus discrepons
Ordem: luridas Centruroides Thyws fokonensis
SCOrpiones Bothriuridae Compsobuthus :Hw.rfa:mlam
Superfamilias: Lochelidas Grosphus '_Irywmm’
Buthoidea @ Scorponidae Hotrentotts P G
Chaericidea Urodacidae 150mes P et
Chactoidea P chidas xroe pelinic Tityus sobeloecilioe
lurcidea L Lokt TTFUJ MOGRIMGNuUS
scorplonokien Linatiurs Tity us nemgtochirus
iy dea Lychos Tityus neosportonus
Mesobuthus Tityus noronentolis
Micrortityus :'“’ us pochy s
Oalorstobnthis Tityus perijgnensis
e
Tityus pococks
. Tityus quirogoe
Tityus @—— Tity us SGNGrensis
Vochoniohs Tityus sl!rru.rnl.'us
THyus simons)
| Zobius Tityus stigmurus
Tiyus trinitotis
Tityus trivittotus
L Tityus rulignus

Tabela 1. Classificagdo dos escorpides (Mendes, 2012).

A morfologia do escorpido ¢ dividida em: carapaca (prossoma) onde estdo
inseridas duas queliceras (utilizadas para trituragdo de alimentos), dois
pedipalpos (pingas ou maos) e quatro pares de pernas; abdomen
(opistossoma), constituido por: tronco (mesossoma) onde, na face
ventral, se encontram o opérculo genital e os apéndices sensoriais em
forma de pentes que permitem a captacdo de estimulos mecanicos e
quimicos externos, além de espiraculos que sdo aberturas externas dos
pulmdes; cauda (metassoma) que apresenta um articulo chamado telson
em sua extremidade, que termina em um ferrao usado para inocular sua
peconha; o telson contém um par de glandulas produtoras de veneno
que desembocam em dois orificios situados de cada lado da ponta do
ferrdo (Brasil, 2009).

As espécies consideradas mais perigosas aos seres humanos pertencem a
familia Buthidae e a maior parte dos acidentes de maior gravidade no
pais esta associada a espécie Tityus serrulatus. Esta espécie recebeu tal
denominagdo em virtude de uma serrilha localizada nos anéis da cauda.
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Estes animais medem até 7cm de comprimento e possuem as pernas e
cauda amareladas e o tronco mais escuro. A espécie ¢ popularmente
conhecida como “escorpido amarelo” (Figura 1) e foi descrita pela
primeira vez por Lutz e Mello em 1922 (Lourenco, 2016).

Figura 1. Espécie Tityus serrulatus (Brasil, 2009).

A reprodugdo destes animais € partenogenética, onde cada fémea gera
dois partos anuais, com média de 20 filhotes cada (Figura 2). Estima-se
que as mdes consigam promover o nascimento de aproximadamente
160 filhotes durante a vida (Brasil, 2009).
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Figura 2. Fémea da espécie Tityus serrulatus com os filhotes no dorso (BRASIL,
2009).

Atualmente, os animais encontram-se muito bem adaptados ao meio
urbano. A partir das agdes antropicas que diminuiram seu habitat
natural, os escorpides encontram facilmente: esconderijos (pedras,
troncos, tijolos, telhas etc.) e comida (por serem carnivoros, se
alimentam de pequenos insetos, grilos e baratas). Soma-se a isso a falta
de predadores naturais, que facilita ainda mais a adaptag@o e procriagéo
da espécie (Brasil, 2009; Reckziegel e Junior, 2014; De Paula et al.,
2020). Além de tudo, um estudo recente realizado por Pimenta e
colaboradores (2019) mostrou que o Tityus serrulatus consegue
sobreviver por aproximadamente 400 dias sob privacdo de alimentos e
se reproduzir em 209 dias nas mesmas condigoes.

Inicialmente associada ao estado de Minas Gerais (Lourenco et al., 1996),
a distribuicdo geografica do habitat deste animal engloba uma extensa
faixa de estados brasileiros, que vai do Ceard ao Rio Grande do Sul,
como mostra Figura 3 (Lara, 2012).
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E‘ B rityus sernlorus

Figura 3. Distribuic@o geografica do escorpido Tityus serrulatus no Brasil (Lara,
2012).

A proximidade dos animais com a populacdo humana, inegavelmente
aumenta a probabilidade de acidentes escorpidnicos. Conforme
Reckziegel (2013), a incidéncia de ataques de escorpido, antes
concentrada principalmente em Minas Gerais ¢ S3o Paulo, cresceu
consideravelmente em estados do nordeste e regido sul do Brasil. Além
disso, um estudo de caso recente identificou o primeiro caso registrado
de acidente escorpidnico com a espécie na cidade de Belém, Para (Costa
et al., 2020).

1.2 ESCORPIONISMO

O escorpionismo pode ser definido como um quadro clinico proveniente
da inoculaggo de veneno ap6s um ataque escorpidnico segundo Ciruffo
et al. (2012) e a Organizacio Mundial de Saude considera o
envenenamento escorpidnico um problema de satide negligenciado ao
redor do mundo (WHO, 2007).

De acordo com o Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN), o nimero de ataques de animais pegonhentos decorrentes do
escorpido Tityus cresce anualmente. Em 2000, foram registrados 12.552
casos. Em 2016, 90.119 e no periodo entre 2017 ¢ o inicio de 2018,
aproximadamente 125.000. Dados do Ministério da Saude indicam que
neste século, mais de 1300 Obitos sejam oriundos de ataques
escorpidnicos  (Brasil, 2018). Apesar dos levantamentos
disponibilizados por orgidos de saude, a real incidéncia do
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escorpionismo ¢ desconhecida e provavelmente subestimada, dado que
uma grande parcela de acidentados ndo busca atendimento
especializado, especialmente nas areas rurais (Duarte, 2011).

1.2.1 Veneno

Os venenos escorpidnicos sdao conjuntos complexos de intmeras
substancias geradas por glandulas seromucosas ¢ incutidas através do
ferrdo, como estratégia de defesa e para capturar presas, que tem o
objetivo de comprometer o organismo atingido (Duarte, 2011). Os
escorpides, de maneira geral, sdo capazes de injetar entre 0,1ml e 0,9ml
de veneno em suas vitimas a cada ferroada (Van der Meijden et al.,
2015).

A composi¢do do veneno ¢é diferente entre os animais e tem como
principais fatores de modificagdo os habitos, alimentacdo e habitat de
cada escorpido (Galvani et al., 2017). Em fun¢fo da baixa concentragéo
no veneno ¢ do pouco material bioldgico, a caracterizagdo completa do
veneno ¢ prejudicada. Contudo, estima-se que mais de 100 mil
moléculas estejam presentes no veneno do escorpido Tityus serrulatus
e as mais conhecidas sdo: histamina, serotonina, peptideos,
nucleotideos, aminoacidos, sais, proteases, fosfolipases e neurotoxinas
(Cocchi, 2016). Ainda conforme o autor, por mais que haja uma enorme
quantidade de moléculas com atividades bioldgicas importantes, as
neurotoxinas sdo consideradas as principais responsaveis pelo
desenvolvimento da sintomatologia do veneno escorpionico.

As neurotoxinas sdo proteinas de baixo peso molecular, de caracteristicas
toxicas que atuam em canais i6nicos seletivos. De maneira geral, essas
moléculas interagem com canais para sodio (Na), potassio (K), calcio
(Ca) e cloro (Cl) e alteram a permeabilidade i6nica das células
excitaveis. Este processo resulta na alteragdo dos mecanismos de
ativagdo dos canais, promovendo uma intensa despolarizacdo e
liberagdo exacerbada de neurotransmissores (Ismail, 1995). Estas
ligagdes especificas resultam em uma série de efeitos nas células, como:
contracdo, secre¢do, proliferagdo e apoptose (Santos-da-Silva et al.,
2017).

A agdo das neurotoxinas no sistema imunolégico desencadeia a quebra da
homeostase e por consequéncia um completo desequilibrio do
organismo atingido. Além da liberagcdo de mediadores que atuam no
sistema nervoso autonomo, nosso grupo mostrou que ha evidéncias
indicando que o veneno consegue romper a barreira hematoencefalica
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e atingir o sistema nervoso central e promover alteragdes no DNA
(Galvani et al., 2017).

1.2.2 Sintomatologia

As manifestagdes clinicas apresentadas por vitimas de escorpionismo sdo
geralmente atribuidas a liberagdo de neurotransmissores, em especial a
catecolamina, a acetilcolina e noradrenalina das terminagdes nervosas
pos-ganglionares, ¢ adrenalina pela medula adrenal (Ismail, 1995;
Cusinato et al., 2010). O desenvolvimento de uma sintomatologia mais
branda ou mais severa em um acidente escorpidnico depende
diretamente da quantidade de veneno inoculado, quantidade de picadas,
tamanho do animal e de caracteristicas da vitima, tais quais: sexo, idade,
status imunolodgico e contatos anteriores com o veneno (Padilla et al.,
2003; Soares et al., 2012). O Ministério da Saude classifica os acidentes
conforme a gravidade, de acordo com a tabela abaixo:

Classificaciao Manifestacdes clinicas

Somente presentes sinais e sintomas
locais. Dor em 100% dos casos.
Sintomatologia local e alguns

sintomas sistémicos, como:
agitacdo, sonoléncia, sudorese,
nauseas, poucos vomitos,
hipertensao arterial, taquicardia e
taquipneia.

Sinais e sintomas locais € sistémicos;
vOmitos profusos e frequentes;
nauseas, sialorreia, lacrimejamento,
sudorese profusa, agitagao,
alteragdo da temperatura corporal,
taquicardia, hipertensao arterial,
taquipneia, tremores, espasmos
musculares, paralisias e convulsdo;
pode evoluir para bradicardia,
bradpneia, edema pulmonar agudo,
colapso cardiocirculatorio, coma e
até morte.

Tabela 2. Classificagdo da gravidade de acidentes escorpidnicos (Brasil,2001)
O escorpido injeta seu veneno na camada subcutinea e intradérmica da
vitima e este vai para a circulagdo sanguinea, sendo absorvido em
poucas horas. Em casos considerados leves, o paciente apresenta quadro

Leves

Moderados

Graves
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de dor local, edema, nausea, vOmito, dores abdominais, febre,
priapismo e hiperglicemia. Ja em casos mais graves, ha a possibilidade
de complicagdes cardiacas, pulmonares, gastrointestinais, metabdlicas
e disturbios neuroldgicos (Bucaretchi et al., 2014; Santos et al., 2016).

Em acidentes com escorpides, também sdo observadas algumas alteragdes
sanguineas. Ha evidéncias que indicam leucocitose com neutrofilia em
estudos realizados em cées (Ribeiro et al., 2009) e em ratos (Pinto et al.,
2010) imunizados com o veneno do escorpido Tityus serrulatus. A
principal justificativa para tal efeito ¢ a liberacdo exacerbada de
adrenalina causada pela dor, gerando um desprendimento dos
leucocitos do pool marginal dos vasos sanguineos (Thrall, 2007). Os
niveis de glicose, ademais, sofrem alteragdes advindas do veneno
escorpidnico e sdo observados imediatamente apos a inoculagdo. O
aumento da glicemia por meio da gliconeogénese promove grandes
niveis de estresse, que levam ao aumento do nivel de glicocorticoides,
como o cortisol. Corroborando com essas informagdes, a hiperglicemia
¢ considerada uma das principais consequéncias dos acidentes, com
efeitos diretos no pancreas, tecido adiposo e figado (Murthy e
Haghnazari, 1999; Cunningham, 2004).

Na literatura, estima-se que aproximadamente 1% a 2% dos ataques de
escorpido evoluem ao 6bito e em sua maioria sao de rapida evolugdo,
em decorréncia principalmente de convulsdes, lesdes cardiacas,
insuficiéncia cardiorrespiratéria, coma, edemas pulmonares agudos e
hipotensao (Campolina, 2006). Os riscos séo considerados dependentes
da idade, onde idosos e menores de 9 anos apresentam um risco de
morte 48% maior que as demais populagdes (Lourengo, 1996; Guerra
et al., 2008).

1.3 TRATAMENTO

O Ministério da Saude classifica os acidentes com escorpido em provaveis
e confirmados. Quando ha a probabilidade de um envenenamento, o
paciente deve ser mantido em observacao por até 4 horas e em caso de
evolucdo clinica sem envenenamento, o individuo recebe alta. Caso
haja uma evolu¢do com envenenamento, deve-se seguir o protocolo de
tratamento para acidentes confirmados (Brasil, 2017). Em situac¢des de
acidentes leves, o paciente ¢ mantido em observagao por 6 horas, recebe
analgésicos, compressa quente e bloqueio anestésico local. Ja nos casos
moderados, ha internacdo, seguida por analgésicos, compressa quente,
bloqueio anestésico local e a também a administragdo de 3 ampolas de
soro antiescorpidnico. Por fim, os pacientes que apresentam estado de
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envenenamento grave devem ser internados e monitorados de forma
continua. Além dos cuidados de terapia intensiva, o tratamento segue
os mesmos protocolos dos acidentes moderados, porém com
administragdo de 6 ampolas de soro. O Unico tratamento preconizado
no Brasil contra o escorpionismo € a imunoterapia com SOro
antiescorpionico (SAEs), onde o soro com anticorpos especificos deve
ser administrado por via intravenosa imediatamente apds o
envenenamento para obtencdo de sua maxima eficacia (Brasil, 2017).

1.3.1 Producio de Imunoglobulina

Os anticorpos, coletivamente conhecidos como imunoglobulinas, sdo
glicoproteinas capazes de reconhecer, neutralizar e opsonizar antigenos
de maneira especifica, com grande afinidade, para que eles sejam
eliminados do organismo (Alberts et al, 1995). A especificidade dos
anticorpos ¢ decorrente de sua estrutura. De maneira geral, todos os
anticorpos compactuam de caracteristicas estruturais basicas, contudo,
apresentam grande variabilidade nas regides de ligagdo com os
antigenos (Abbas et al., 2015).

As imunoglobulinas s3o compostas, basicamente, por quatro subunidades
ligadas entre si através de quatro pontes dissulfeto. As subunidades
podem ser divididas em duas cadeias pesadas e duas cadeias leves
(Figura 4). O sitio de reconhecimento de antigenos, também chamado
de paratopo, ¢ o local que determina a especificidade do anticorpo e a
sua grande variabilidade ¢ capaz de promover a ligagdo de diferentes
anticorpos a diferentes tipos de antigenos (Lenz, 2004).
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Figura 4. Estrutura basica de um anticorpo (Silva, 2014).

A produgdo de anticorpos (ilustrada na Figura 5) inicia-se a partir da
exposicao a um antigeno. Antigeno ¢ caracterizado como qualquer
espécie molecular, que quando introduzida em um organismo
vertebrado, promove um tipo de resposta imune (Abbas, 2015). A partir
do momento que um antigeno invade o organismo, um linfocito-B
apresenta um anticorpo especifico, que reconhecera o agente invasor.
Apds o reconhecimento, o antigeno se liga ao anticorpo, promovendo a
ativagdo do linfocito-B. Logo, o linfocito-B vai se multiplicar por meio
de clonagem, gerando um processo chamado diferenciacdo. A
diferenciacdo gera dois tipos de células, os plasmocitos e células de
memoria. Os plasmocitos produzem e liberam uma quantidade elevada
de anticorpos especificos para combater o antigeno em questdo.
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Paralelamente a isso, as células de memdria também sdo produzidas a
partir do processo de diferenciagdo e sdo caracterizadas por
apresentarem anticorpos especificos na sua superficie de membrana. A
principal funcdo dessas células ¢ a capacidade de clonagem para a
producdo de novos plasmocitos e células de memoria. A grande
quantidade de células de memoria indica a imunizagdo do organismo ao
antigeno equivalente (Abbas, 2015).

.. antigeno
. L Gy ‘. ligacao do antigeno a
. H : * %-L um receptor
i especifico
Proliferagao para I |
formar um clone ;

plasmocitos — @Q Q# < célulasde
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anticorpos secretadas _‘\"{ 31 TJ_ ne

; W . subsequente agao ao
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moléculas
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anticorpos pelulas de
secretadas o E9uoaton. inc. pubishing as Benjamn Cummings

Figura 5. Produgao de anticorpos. Figura adaptada (Campbell, Reece, 2005).
1.3.2 Soro Antiescorpidnico

O processo de producdo de soros especificos para animais peconhentos
data do final do século XIX e foi inicialmente descrito por Calmette,
Phisalix e Bertrand. Os pesquisadores perceberam a existéncia da
producgdo de anticorpos neutralizantes de peconhas em animais que
receberam toxinas como imunoégenos (Espino-Solis et al., 2005). Todos
os animais vertebrados estdo aptos a produgdo de soro através de
imunizag@o, contudo coelhos, galinhas e ratos sdo mais comumente
utilizados nesta pratica. Além destes animais, os cavalos também sdo
utilizados na produg¢éo de soro, pois proporcionam uma maior resposta
ao estimulo e altas quantidades de sangue. Soma-se a isso a facil
adaptacdo a diferentes tipos de clima, facilidade de manuseio e
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conteng¢do durante a sangria. Em contrapartida, sdo animais que ndo tem
disponibilidade em larga escala e possuem altos custos que podem
inviabilizar sua aquisicdo e manutencao (Gibbs e Harrison, 1976; Ball
et al., 1990; Sjostrom et al., 1994).

No Brasil, a produgéo de soros segue métodos descritos por Vital Brazil
em 1903 e consiste na aplica¢do do veneno em animais de grande porte
(cavalos). O soro antiescorpionico é constituido por uma solucdo de
imunoglobulinas especificas, purificadas e concentradas, obtidas a
partir dos soros dos animais hiperimunizados com venenos de
escorpides do género Tityus (Soros, 2012).

Inicialmente o antigeno € preparado por meio da dissolu¢do do veneno
em solugdo salina e na primeira e segunda dose sdo acrescentados os
adjuvantes completos e incompletos de Freund, respectivamente. Os
refor¢os seguintes sdo inoculados com intervalos de 21 dias (com
adjuvantes) e 7 dias (sem adjuvantes) diluidos apenas em salina. Novas
imunizagdes iniciam 30 dias apods a ultima sangria do animal e os
equinos que demonstrarem titulos adequados sdo sangrados em 3 dias
consecutivos, gerando um volume de sangue entre 15 e 18 litros. A
coleta de sangue ¢é realizada em um sistema extrator fechado com a
presenca de anticoagulante. O plasma ¢ separado e as hemacias
ressuspendidas em solugdo salina e introduzidas novamente nos
animais (De Aratjo, 2008).

A partir disso, o soro € purificado pela precipitacao do plasma hiperimune
por sulfato de amonio, separando as imunoglobulinas da albumina e
outras proteinas séricas. Na sequéncia ha o fracionamento enzimatico,
no qual a digestdo pela pepsina cliva a I[gG em fragmentos - F(ab’). e
Fc e pela coagulagdo, que elimina Fc e separa as proteinas termolabeis,
como o fibrinogénio, pela incubacdo a 56°C. O sulfato de aménio é
removido por soro de didlise (De Aratjo, 2008). Entdo, este soro
purificado ¢ concentrado por meio de ultrafiltragdo molecular e exposto
a filtragdo clarificante e esterilizante. Apoés, € estocado entre 2°C e 8°C
e submetido a testes de controle de qualidade. Ao término dos testes, ha
a formulagdo do soro, onde ele é diluido para alcancar o titulo esperado
¢ adicionado o conservante (fenol), isotonizado, tem o pH regulado
entre 6 ¢ 7 ¢ submetido novamente a uma filtragdo esterilizante (De
Aratjo, 2008).

Por fim, o soro ¢ finalizado a granel e ressubmetido ao protocolo de
controle de qualidade previsto pela Farmacopeia Brasileira (teor de:
cloreto de sodio, fenol, nitrogénio, proteinas, sélidos totais, sulfato de
amonio, teste de esterilidade e poténcia) (Brasil, 2004). O proximo
passo ¢ o envase, que comeca imediatamente apods a liberagdo do
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produto a granel. Assim que ocorre o envase, o lote final passa pelos
mesmos testes de qualidade para enfim ser liberado para a populagdo
(De Aragjo, 2008).

Em contrapartida, a produ¢do deste antiveneno faz com que os cavalos
desenvolvam a sintomatologia do veneno. Esta espécie apresenta uma
poderosa resposta imune mediada por células que por muitas vezes
desenvolvem a formacao de grandes abcessos no local de aplicagéo
(Sjostrom et al., 1994). Além do mais, o processo de imunizagdo dos
animais com o veneno do Tityus serrulatus provoca uma série de efeitos
toxicos extremamente nocivos, ocasionando danos nos sistemas
respiratorio, neuromuscular e cardiovascular. Por consequéncia, ha
também um aumento no nimero de mortes precoces dos cavalos
(Machado-de Avila et al., 2004). H4 evidéncias que mostram que a
producdo de soro requer altos custos para a manutengdo dos animais
(Mendes, 2007), diminuindo em 70% a estimativa de vida e a debilidade
dos equinos limita a produgdo de anticorpos e consequentemente a
poténcia do antiveneno (Machado-de Avila et al., 2004; Ferreira et al.,
2006; Duarte, 2007).

1.4 EXERCICIO FISICO

O exercicio fisico ¢ uma ferramenta nao farmacoldgica utilizada na
prevengdo e tratamento de diversos tipos de doengas e na melhora da
qualidade de vida. Os beneficios da pratica regular estdo associados a
uma melhora no quadro cardiorrespiratorio (van Leeuwen et al., 2013);
menor risco do desenvolvimento de doengas cardiovasculares (Haskell
et al., 2007); melhora no controle glicémico (Llopis ¢ Reig Garcia-
Galbis, 2015); diminuicdo da gordura visceral, melhora no quadro de
resisténcia a insulina e diabetes (Colberg et al., 2016); melhora na
percepcio de qualidade de vida (Sagun et al., 2014); diminui¢do no
quadro inflamatorio e prevencdo de doengas reumaticas (Bennati e
Pedersen, 2015) e, inclusive, alguns tipos de cancer (Hojman et al.,
2018).

A pratica regular de exercicios fisicos apresenta uma vasta gama de
beneficios ao sistema cardiovascular. Além de reduzir fatores de
desenvolvimento de riscos de doencas cardiovasculares, auxilia na
regulagdo da pressdo arterial e desenvolve melhora na fungdo do
corag@o em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Portanto, o exercicio
fisico é considerado um dos principais promotores de prevengdo e
tratamento de doengas cardiovasculares (Wang et al., 2020). Neste
sistema, observa-se dois tipos de adaptagdes: agudas e cronicas. Sabe-
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se que imediatamente apds uma sessdo de exercicio, adaptacdes
cardiovasculares sdo observadas. Durante a pratica, ha o aumento da
frequéncia cardiaca e do volume de eje¢do e um consequente aumento
no débito cardiaco. Isso ocorre a partir da maior demanda energética do
sistema musculoesquelético. Ademais, hd um aumento da pressdo
arterial sistolica durante e imediatamente apds o exercicio (Mcardle et
al., 2011).

A regularidade na realizagdo de exercicios fisicos promove adaptacdes
cronicas do sistema cardiovascular. A partir dos estimulos
consecutivos, ha um aumento na capacidade do coragdo, que armazena
mais sangue e apresenta um volume de eje¢do de sangue maior. Com
isso, ha uma diminui¢do na frequéncia cardiaca e estabilizacdo da
pressdo arterial em repouso e durante o exercicio, promovendo um
efeito protetor ao 6rgao (Xiao, 2020). Além disso, o exercicio fisico
promove uma hipertrofia dos musculos do sistema cardiopulmonar, que
esta associada a um menor risco de insuficiéncia cardiaca, uma das
principais causas de edema pulmonar (Mcardle et al., 2011).

O treinamento fisico promove também um papel extremamente
importante no metabolismo da glicose. Sabe-se que o exercicio fisico
promove de forma aguda e croénica uma melhor captagdo muscular de
glicose. Estes resultados sdo decorrentes de uma maior translocagao do
GLUT4, principal transportador de glicose. Estudos mostram que
individuos fisicamente ativos apresentam menores riscos do
desenvolvimento de hiperglicemia e resisténcia a insulina (Pauli et al.,
2009).

No sistema imunoldgico, os beneficios do exercicio fisico parecem ser
dependentes do tipo, duragdo e intensidade. De maneira geral, as
adaptagOes desse sistema também ocorrem de maneira aguda e cronica.
Imediatamente apos a realizagdo do exercicio fisico, observa-se um
aumento em células da imunidade inata, com énfase no nimero de
neutrofilos circulantes. Seus niveis sdo pelo menos trés vezes maiores
ao término da atividade e podem chegar a cinco, depois de trés horas.
Dependendo da intensidade do exercicio, os niveis se restabelecem
entre 06 e 24 horas apos o estimulo (Walsh et al., 2011). Ja as respostas
cronicas ainda ndo estdo completamente elucidadas e parecem estar
muito relacionadas ao tipo de exercicio e a intensidade. Ha relatos de
alteracdo da contagem de neutréfilos (Ihalainen et al., 2014) e estudos
que ndo apresentaram alteracdo na contagem de neutrofilos circulantes
(Kraemer, et al., 1996). Corroborando com estes numeros, sio
observados aumentos no niimero de células dendriticas (Deckx et al.,
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2015), no nimero de monocitos inflamatdrios (Simpson et al., 2009)
apos a realizagdo de exercicios fisicos.

O exercicio fisico também promove alteragdo no niimero de macrofagos,
de acordo com o tipo e intensidade do treinamento. Atividades de leve
a moderada intensidade geram um ambiente levemente inflamatorio,
aumentando a producdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1,
IL-6 e IL-8) e por consequéncia, uma maior ativacdo de macréfagos. Ja
os exercicios fisicos de alta intensidade acarretam um aumento das
citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, TGF-P) para reparar os danos
causados ao tecido muscular. Com isso, ha a criacdo de um ambiente
anti-inflamatorio e a inativagdo dos macrofagos, resultando em um
periodo de janela imunologica aberta e aumento da suscetibilidade a
doengas (Terra et al., 2012; Lopes et al., 2016).

Na literatura no ha elucidagio sobre o papel do exercicio fisico sobre a
producdo de anticorpos. O efeito do exercicio fisico no sistema
imunolégico tem sido associado positivamente aos exercicios de baixa
e moderada intensidade e negativamente aos exercicios de alta
intensidade e longa duragdo, principalmente em atletas de alto
rendimento (Terra et al., 2012; Lopes et al., 2016; Boaes et al., 2017).

1.5 JUSTIFICATIVA

A produgdo de soro no Brasil, data do inicio do século passado e, sabe-se
que os animais desenvolvem a sintomatologia do veneno e seus efeitos
clinicos. Com isso, os cavalos utilizados no processo tém uma
significativa reducdo na qualidade e principalmente na expectativa de
vida. A soma desses fatores além de prejudicar a satide do animal,
aumenta consideravelmente os custos da producdo e a qualidade do
antiveneno. Portanto, faz-se necessario a busca de estratégias para
melhorar a qualidade de vida e expectativa de vida dos animais
produtores do veneno, sem que haja uma diminuigdo na qualidade e
poténcia dos anticorpos da producdo de soro.

O exercicio fisico é uma ferramenta ndo farmacolédgica, de baixo custo,
capaz de promover uma séric de beneficios a saude, dentre elas,
prevencgdo e tratamento de diversos efeitos deletérios provocados pelo
veneno do escorpido Tityus serrulatus. Além de melhoras no sistema
cardiopulmonar, o exercicio fisico estd associado a melhora em
parametros de qualidade e expectativa de vida. Ha indicios de que o
exercicio fisico melhora o sistema imunoldgico, porém ndo ha
informagdes contundentes sobre sua atuag@o na produgao de anticorpos.
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Por isso, o presente trabalho tem como hipotese principal a ideia de que
os animais imunizados com o veneno escorpidnico que realizarem
exercicios fisicos apresentardo melhor saude e parametros de qualidade
de vida em relagdo aos animais do grupo controle, sem que haja
alteracdo na producao de anticorpos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do exercicio fisico sobre a produgdo de anticorpos em
camundongos submetidos a imunizagdo com o veneno do escorpido
Tityus serrulatus.

2.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar semanalmente a produc¢do de anticorpos especificos em
camundongos imunizados com o veneno Tityus serrulatus submetidos
a um protocolo de exercicio fisico;

e Avaliar parametros relacionados a inflamagdo em camundongos
imunizados com o veneno Tityus serrulatus submetidos a um protocolo
de exercicio fisico;

e Analisar semanalmente o comportamento e a sensibilidade a dor dos
animais submetidos a imunizagdo com o veneno do escorpido Tityus
serrulatus submetidos a um protocolo de exercicio fisico;

e Avaliar o peso corporal dos camundongos imunizados com o veneno
Tityus serrulatus submetidos a um protocolo de exercicio fisico;

e Avaliar e comparar a longevidade dos animais submetidos a imunizagio
com o veneno Tityus serrulatus submetidos a um protocolo de exercicio
fisico;

e Avaliar marcadores bioquimicos dos animais imunizados com o veneno
do escorpido Tityus serrulatus submetidos a um protocolo de exercicio
fisico.
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3 MATERIAL E METODOS

Os testes e procedimentos técnicos foram realizados conforme
padronizacdo sugerida na literatura. A realiza¢do dos métodos ocorreu
no Laboratério de Fisiopatologia Experimental e no Centro de
Experimenta¢cdo Animal da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

3.1 VENENO

O veneno de escorpido da espécie Tityus serrulatus € 0S SOros
antiescorpionicos foram cedidos pela Dra. Consuelo La Torre, da
Fundag@o Ezequiel Dias - FUNED, de Belo Horizonte, MG — Brasil. As
amostras de veneno sao constituidas de um pool de venenos da espécie
Tityus serrulatus coletados de escorpides ja adultos, da regido sudeste
do Brasil, que foram devidamente liofilizadas e mantidas em
temperatura de 20°C para serem inoculadas nos camundongos, no
laboratorio.

3.2 ANIMAIS E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Os experimentos foram conduzidos em machos C57BL/6 com 28-40 dias
de idade (N=32), pesando entre 21 e 27g, obtidos no Centro de
Experimentacdo Animal (CEA) da Universidade Extremo Sul
Catarinense (UNESC). Os animais foram alojados em gaiolas de
polietileno com ciclo claro/escuro de 12h (luzes acesas as 07:00) e livre
acesso a ragdo e agua. Os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com o comité de ética local, aprovado o protocolo
do estudo sob o numero 014/2018-2/UNESC.

3.3 POPULACAO E AMOSTRA

O tamanho da amostra foi definido conforme descrito pela Portaria N°
174, de 11 de novembro de 1996 da ANVISA e pela Farmacopeia
Brasileira 4° edicdo, livro, também preconizado pela ANVISA para
testes de avaliagdo da producdo e qualidade de um soro hiperimune
(antivenenos). A quantidade de animais para cada experimento e o
nimero de grupos sdo o minimo necessario para que os resultados
apresentem um valor estatistico significativo. Os animais foram
divididos aleatoriamente em: grupo controle (N=16) e grupo exercicio
fisico (N=16).
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3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

O estudo foi composto por 32 camundongos, divididos aleatoriamente em
dois grupos (N=16):

Controle E)::ei;icéglo
(CON) &

N=16

N=16

Apds a divisdo dos grupos, os animais foram submetidos a adaptacdo ao
meio aquatico, diariamente, durante uma semana. A adaptagdo
consistiu em colocar os camundongos, separadamente, em baldes com
laminas de 5 cm de agua, deixando-os por 5 minutos para ambientacao
ao meio aquatico, conforme protocolo adaptado Terada (2001). Apos a
adaptacdo, o experimento transcorreu por 10 semanas. Nessas 10
semanas, todos os animais foram submetidos a imunizac¢des do veneno
(1x/semana), coletas de sangue (1x/semana), testes de sensibilidade a
dor e comportamento (1x/semana) e o grupo EF realizou treinamentos
fisicos de natacdo (3x/semana). (Tabela 3)

Seg. | Terg. Qua. | Qui. | Sex. | Sab. | Dom.
Exercicio Fisico X X X
Descanso X X X X
Imunizacio X
Coleta de sangue X
Avaliacao

X

comportamental

Tabela 3. Cronograma semanal do experimento

3.5 IMUNIZACOES E COLETAS DE SANGUE

Os camundongos foram imunizados, uma vez por semana, recebendo uma
dose equivalente a ¥4 DLso (1 DL50, dose letal que mata 50% dos
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animais desafiados equivale a 1,8mg/kg) do veneno do escorpido Tityus
serrulatus diluido em adjuvante de Freund e PBS 1x via introdugio
subcutanea por 10 semanas. Ao final da ultima semana, os animais
tiveram o sangue coletado via retro orbital (50ul por animal) e o soro
isolado através de centrifugacdo a 5000 RPM por 10 minutos, com o
intuito de realizar analises de pardmetros bioquimicos ¢ inflamatorios.
Em seguida, randomicamente, metade dos animais de cada grupo foi
sacrificada e tiveram o musculo gastrocnémio retirado para analises
imunolégicas. Os animais remanescentes foram alojados no CEA da
UNESC. Um ano depois, os animais tiveram novamente o sangue
coletados para nova analises bioquimicas e permaneceram sendo
acompanhados até seu Obito natural.

3.6 TREINAMENTO FiSICO

Nos dias de treinamento fisico, os animais foram pesados para a
determinacdo da carga de treino especifica de cada protocolo. Apds a
pesagem, os animais foram inseridos na piscina e permaneceram em
uma raia individual com 60cm? e 70cm de profundidade, nadando em
um tanque de vidro com temperatura média da agua de 28°C. Ao final
do treinamento, os animais foram secados e realocados em suas
habitagdes. O treinamento fisico seguiu o protocolo de Farias (2012)
adaptado, descrito na Tabela 4:

Grupo Exercicio Fisico
Semana Séries Tempo Intervalo

1 2 20min Smin

2 2 20min Smin

3 2 20min Smin

4 2 20min Smin

5 2 20min Smin

6 2 20min Smin

7 2 20min Smin

8 2 20min Smin

9 2 20min Smin

10 2 20min Smin
Tabela 4. Cronograma de treinamento fisico adaptado do protocolo de Farias

(2012).

3.7 ELISA

A avaliagdo dos anticorpos especificos foi realizada através da técnica de
ELISA indireta. Para isso, placas de ELISA contendo 96 pogos foram
sensibilizadas overnight a 4'C com 100 pL a 1,0 pg/pogo do veneno
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Tityus serrulatus em 0,02 M de tamp@o de incubacao (bicarbonato de
sodio, pH 9,6). Apds lavagem da placa e bloqueio com caseina 2%,
100uL de diferentes concentragdes (concentragdo inicial 1:50 em
tampdo de incubagdo) dos antivenenos produzidos foram incubados por
1 hora a 37°. Em seguida, ap6s nova lavagem, incubou-se a placa com
100uL/pogo de anticorpo secundario anti-mouse-peroxidase (Sigma),
diluido 1:40000 em tampdo de incubagdo por 1 hora a 37°C, para em
seguida revelar com o substrato OPD (ortofenildiamina) e Peréxido de
Hidrogénio. Os valores das absorbancias foram determinados a 492nm
com a utilizagdo do leitor de ELISA. Como controle, foi utilizado um
SAEEs produzido pela FUNED. Todas as medidas foram realizadas em
triplicatas e os resultados expressos como a média dos valores.

3.8 TESTES DE SENSIBILIDADE A DOR E COMPORTAMENTAIS
3.8.1 Campo aberto

O teste de campo aberto é uma técnica utilizada para medir a atividade
locomotora e a exploracdo espontanea de um novo ambiente em estudos
com animais (Seibenhener e Wooten, 2015). O teste é realizado em uma
caixa de madeira (40cm/60cm/50cm), onde o piso € dividido em nove
quadrados iguais. O animal ¢ cautelosamente colocado no centro da
caixa para explorar livremente a area durante 5 minutos. Neste periodo,
contam-se quantas vezes o animal cruza entre um quadrado e outro e
quantas vezes ele fica apoiado apenas nas patas traseiras (com as
dianteiras suspensas). Essas respostas sdo tipicas de roedores, e
consideradas indicadores de atividade locomotora e exploratoria.

3.8.2 Teste de hiperalgesia mecanica — Von Frey

Os animais sdo colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho ¢ uma rede
de malha constituida de arame ndo maleavel de 1mm de espessura,
durante 15 minutos antes do experimento para adaptacdo ao ambiente.
Apos, aplica-se, por entre as malhas da rede, uma pressdo linearmente
crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o animal
produza uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch™) da pata
estimulada (Cunha, 2004).

O contato do transdutor de pressdo a pata dos animais ¢é realizado por
meio de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0.5mm de
didmetro adaptada a este. Os estimulos sdo repetidos por até seis vezes,
em geral até o animal apresentar trés medidas similares com uma clara
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resposta de retirada da pata. A intensidade de hipernocicepgdo é
quantificada como a variagdo na pressdo (D de reagdo em gramas)
obtida subtraindo-se a média de trés valores expressos em gramas
(forga), observada antes do procedimento experimental (0 hora) da
média de trés valores em gramas (forca) ap6s a administragdo dos
estimulos que variam de acordo com o experimento (Cunha, 2004).

3.9 AVALIACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

Para a andlise dos parametros bioquimicos, pool de soros dos
camundongos foram analisados pela metodologia do sistema
enzimatico para deteccdo de glicose, colesterol total, triglicerideos,
enzima transaminase glutdmica oxalacética (TGO) e transaminase
glutamica piravica (TGP) por meio de kits Dialab.

3.10 AVALIACAO DE PARAMETROS INFLAMATORIOS

Para avaliar pardmetros inflamatorios, analisou-se os niveis de IL-1, IL-
4, IL-6 e IL-10 do musculo gastrocnémio. As estruturas foram
homogeneizadas em solucdo de fosfato com um inibidor de protease
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), centrifugadas a 3.000g por Smin
¢ o sobrenadante foi utilizado para as determinagdes. Os niveis destas
citocinas nos tecidos em questio foram determinados por meio de kits
ELISA comerciais (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), seguindo
as recomendagdes do fabricante. Os niveis de proteina foram
determinados através do método de Lowry (1951), com albumina de
soro bovino usada como padrido (Lowry et al., 1951).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Para comparar a acdo dos protocolos de exercicios, juntamente com o
efeito das imuniza¢des do veneno de 7. serrulatus em semanas
diferentes e entre elas, foi utilizado o teste ANOVA two-way, seguido
do teste post hoc de bonferoni. As diferengas entre os grupos foram
consideradas significativas quando os valores de P foram menores que
0,05 (p <0,05). A analise estatistica foi realizada com o programa
GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS
4.1 PRODUCAO DE ANTICORPOS

Os animais dos grupos controle e exercicio fisico foram submetidos,
semanalmente, por 10 semanas, a imunizagdes com Y4 da DLso do
veneno 7. serrulatus, com o intuito de avaliar a produgdo de anticorpos
especificos. Uma vez por semana, coletou-se o sangue dos
camundongos para obteng@o do soro. A Figura 6 mostra que houve um
aumento semelhante na concentragdo de anticorpos ao longo de 10
semanas, exceto na semana 4, onde houve uma diferenga significativa
entre o grupo controle e o grupo de exercicio. Neste periodo, pode-se
observar uma concentracdo de anticorpos significativamente maior no
grupo de exercicio. Nas demais semanas ndo houve diferenga
significativa entre os grupos.

0.8- - Controle
0.7 = Exercicio
0.6
0.5- ” o—
0.4
0.3+
0.2-
0.1+

Absorbancia (492nm)

0.0 L] T L] L L L] T T L] L

Tempo (semanas)

Figura 6. Concentracao da produgdo de anticorpos anti-Tityus serrulatus avaliado
pelo teste ELISA. (*) diferenca significativa P >0,05 entre grupo exercicio e
grupo controle na mesma semana. A producdo de anticorpos foi
significativamente maior no grupo exercicio fisico em relagdo ao grupo controle
na quarta semana de experimento.

4.2 PARAMETROS INFLAMATORIOS

Os niveis de IL-1, IL-4, IL-6 e IL-10 foram usados como marcadores da
resposta inflamatdria induzida pelo exercicio fisico. Os niveis de IL-1
(Figura 7A) mostram um aumento significativo no grupo de exercicio
em comparagdo ao grupo controle. No entanto, os niveis de I1L-4 (Fig.
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7B), IL-6 (Fig. 7C) e IL-10 (Fig. 7D) ndo mudaram significativamente

quando comparados ao grupo controle.
Figura 7. Analise de marcadores inflamatorios no musculo gastrocnémio. (*)

A B
1 100-
[ Controle 3 Controle
* 2
@@ Exercicio 30- B Exercicio
B =
E E &
§ H
= o <+ 40
E] =
20-
o 0-
o 50 o
é&:‘r & <& @5',\
2 & &
< & o &
c D
400
[ Controle 3 Controle
4 [@ Exercicio 300 @@ Exercicio
=l B
£ £ —_
£ 2 om
= s
= 5 2 100
® 0 5 o
& < & &
o < o <

diferenga significativa P >0,05. Os valores de IL-1 foram significativamente
maiores nos animais do grupo exercicio fisico em relagdo ao grupo controle. Os
demais marcadores ndo apresentaram diferencas significativas.

4.3 TESTE DE CAMPO ABERTO

Para avaliagdo comportamental dos animais, nimeros de cruzamentos
(Fig. 8A), e de levantamentos (Fig. 8B) e as idas ao centro (Fig. 8C)
dos animais foram avaliados durante as 10 semanas (1x/semana). Os
resultados mostram um aumento nos niimeros de cruzamentos no grupo
de animais quer realizaram exercicio fisico em relacdo ao grupo
controle. J4 os numeros levantamentos ndo apresentaram diferenga
significativa entre os grupos. Por fim, os niumeros de idas ao centro
apresentaram diferenca significativa somente na 5* semana, onde foi
maior no grupo que realizou exercicio. Nas outras semanas ndo houve
diferenca significativa.
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Figura 8. Resultados do teste de campo aberto. (A) Cruzamentos; (B)
levantamentos; (C) idas ao centro. Os resultados referem-se aos diferentes
componentes do teste e ndo indicaram diferencas significativas entre os grupos.

4.4 TESTE DE HIPERALGESIA MECANICA - VON FREY

Para acompanhar a dor durante as semanas de imunizagdes com veneno
de Tityus serrulatus foi realizado o teste de Von Frey que avalia a
sensibilidade dos animais a estimulag@o. Conforme mostrado na Figura
9, apesar dos resultados ndo mostrarem diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, os animais que realizaram exercicios
fisicos estabilizaram a sensibilidade a dor a partir da sexta semana de
treinamento fisico.
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Figura 9. Resultados sobre a sensibilidade dos animais aos estimulos mecanicos
pelo teste de Von Frey indicam que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos analisados.
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4.5 PESO CORPORAL

Para verificar alteragdes fisicas nos animais submetidos ou ndo ao
exercicio fisico, o peso corporal dos animais foi avaliado durante as 10
semanas (1x/semana) e conforme mostrado na Figura 10, ndo houve
diferenca significativa no peso corporal final.
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Figura 10. Peso corporal (g) dos animais durante as 10 semanas de experimento.
O resultado indica que nao houve diferenga significativa no peso dos animais.

46 LONGEVIDADE DOS ANIMAIS E  AVALIACOES
BIOQUIMICAS

Apbs o periodo de imunizagdes, oito animais de cada grupo foram
aleatoriamente selecionados e submetidos a eutandsia, na qual foi
retirou-se 0 musculo gastrocnémio para analises bioquimicas. Os
demais, também selecionados de maneira randomizada, foram
acompanhados com intuito de observar sua qualidade de vida e
longevidade. A figura 11A representa a cronologia do estudo, indicando
que apds o término dos exercicios, metade dos animais foi sacrificada
para andlises bioquimicas e a outra metade realizou nova andlise ap6s
um ano. Além disso, a figura indica que o primeiro 6bito do grupo
controle foi na semana 56 e a Gltima, na semana 82. Em contrapartida,
a primeira morte dos animais do grupo exercicio foram observadas na
semana 82 e a ultima, 95 semanas apos o inicio do estudo.

A Figura 11B representa os numeros e datas das mortes dos animais, onde
o primeiro 6bito do grupo controle ocorreu na 56° semana, periodo em
que os animais tinham 17 meses de vida, enquanto o ultimo ocorreu na
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82 semana, quando os animais estavam com 19 meses de vida. Por
outro lado, esta foi a idade do primeiro 6bito no grupo de camundongos
que realizaram exercicio fisico. O ultimo 6bito neste grupo ocorreu na
95% semana, quando o animal ja estava com 22 meses de vida. Desta
forma, os animais que fizeram exercicios fisicos viveram 20,3 + 0,9
meses, ja os animais que ndo fizeram exercicios fisicos durante o
protocolo de imunizagdo, viveram 17,5 + 0,8 meses (Figura 11C),
evidenciando maior sobrevida dos animais do grupo exercicio.

Analises
A bioguimicas Primeira morte grupo
Uttima _ exercicio -

Iniciodo  semana de Andlises  Primeira morte Uttima morte grupo Ultima rﬂDI"lE
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Figura 11: Acompanhamento da vida dos animais. (A) cronologia do experimento
em semanas. (B) meses em que os animais vieram a obito. (C) média de vida dos
animais de cada grupo. (¥****) diferenca significativa P >0,001. Os resultados
mostram que os animais do grupo exercicio fisico apresentaram maior
longevidade do que os animais do grupo controle.

Ja a Tabela 6 representa os resultados dos parametros bioquimicos das
amostras de sangue coletadas dos animais do grupo controle e do grupo
exercicio na ultima semana (semana 10) e 1 ano apo6s o término do
experimento. Pode-se observar que os animais que realizaram
exercicios apresentaram niveis mais baixos de glicose e colesterol total,
um ano apdés 10 semanas. Uma mudancga importante também foi
observada, um ano depois, no perfil hepatico (TGO e TGP) dos animais
que ndo se exercitavam.



Controle Controle | Exercicio | Exercicio
10 1 ano 10 1 ano
semanas apos 10 semanas apos 10
semanas semanas
Glicose 143 298 163 165
Colesterol 82 133 86 82
Triglicerideos 55 53 53 43
TGO 505 915 245 300
TGP 75 400 200 105
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Tabela 6: Valores dos parametros bioquimicos do pool de sangue de animais
imunizados e submetidos ou ndo ao exercicio fisico. Em negrito, valores que
apresentaram grande diferenca entre os grupos. Os resultados mostram que o
exercicio fisico parece ter exercido influéncia positiva sobre os parametros
bioquimicos dos animais.
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5 DISCUSSAO

Os acidentes escorpidnicos sdo considerados problemas de saude
negligenciados ao redor do mundo e o numero de casos cresce
exponencialmente ano apos ano. Atualmente, a técnica de obtengdo de
soro antiescorpionico data do século passado e utiliza prioritariamente
animais de grande porte, que desenvolvem a sintomatologia do veneno,
vivendo em condigdes precarias ¢ consequentemente diminuindo sua
expectativa de vida. Este processo, além de impactar diretamente a
saude do animal, apresenta altos custos na aquisi¢do e manutengao dos
equinos. Com o intuito de melhorar a qualidade de vida e aumentar a
longevidade dos animais, avaliou-se o efeito do exercicio fisico sobre a
produgdo de anticorpos em animais submetidos ao veneno do escorpido
Tityus serrulatus. O exercicio fisico representa um importante fator de
prevengdo e tratamento de uma série de doengas e é reconhecidamente
um dos pilares para uma maior expectativa de vida entre os seres vivos.

Apesar dos beneficios de o exercicio fisico ja serem amplamente
conhecidos e divulgados, os efeitos no sistema imunologico,
especialmente na producdo de anticorpos, ainda sdo um pouco
obscuros. Com isso, o estudo buscou avaliar e entender se a pratica de
exercicio fisico regular poderia impactar em uma diminui¢do ou
alteragdo na producdo dos antivenenos. Os resultados do presente
trabalho mostraram que nao houve alteracdo significativa na produgéo
e concentragdo de anticorpos nos animais dos grupos controle e
exercicio fisico, submetidos a imuniza¢do com veneno escorpionico da
espécie Tityus serrulatus. Este trabalho € pioneiro na avaliagdo dos
efeitos do exercicio fisico sobre a produgdo de anticorpos em animais
submetidos a imunizagdes com veneno escorpionico, portanto acredita-
se que o protocolo utilizado ndo promove alteragdo na produgdo de
anticorpos durante um periodo de treinamento fisico de 10 semanas. Em
associagdo aos resultados supracitados, este tratamento ndo
farmacolégico pode melhorar a qualidade de vida e longevidade de
animais expostos ao treinamento. Neste trabalho foi constatado que a
producéo de anticorpos oscilou igualmente entre os grupos, no qual os
animais que praticaram exercicio fisico apresentaram um aumento
significativamente maior em relagdo ao grupo controle na concentragio
dos anticorpos na quarta semana de experimento. A partir da semana 5,
os niveis foram semelhantes entre os grupos.

As adaptagdes promovidas pelo exercicio fisico sobre a produgdo de
imunoglobulinas parecem ser diretamente ligadas ao volume e
intensidade do treinamento (Poortmans, 1970). E de suma importancia
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classificar os exercicios e diferencia-los, tendo em vista que apenas os
exercicios fisicos vigorosos e prolongados apresentam uma reducdo na
producdo de anticorpos. Tal fato deve-se a elevagdo exacerbada de
horménios como o cortisol, que afetam a capacidade dos linfocitos B
de produzirem anticorpos (Nieman e Cannarella, 1991).

Os exercicios fisicos moderados ou intensos de curta duragdo parecem
ndo promover alteracdes maléficas na produgdo de imunoglobulinas.
Onuegbu et al. (2015) avaliaram a produgdo de imunoglobulinas G
(IgG) e M (IgM) em individuos treinados. Os participantes (N=100)
foram divididos em dois grupos: exercicio fisico moderado e exercicio
fisico intenso. No grupo de exercicio fisico moderado, os participantes
jogaram futebol em intensidade moderada 3 vezes por semana, com
duracdo de 30 minutos. Os individuos do grupo de exercicio fisico
intenso jogaram futebol 5 vezes por semana com duragdo de 120
minutos. Apds 4 semanas de treinamento, houve um leve aumento de
IgG em ambos os grupos. Em contrapartida, os niveis de IgM foram
significativamente maiores nos grupos 4 semanas apos o encerramento
do estudo.

Nieman e Cannarella (1991) avaliaram o efeito agudo e cronico do
exercicio moderado e concluiram que ndo houve diferenca significativa
na producdo de anticorpos entre os praticantes de exercicio fisico e os
sedentarios. Contudo, cronicamente, os individuos que realizaram
exercicios fisicos de maneira regular apresentavam maiores niveis de
IgG em relagdo ao grupo que ndo praticou exercicio fisico. Quando se
trata de imunologia, tem-se creditado o aumento de imunoglobulinas a
uma melhor capacidade imunoldgica e a diminui¢do com estado de
imunossupressdo. Tal fato pode ser justificado, pois o exercicio fisico
promove uma série de microlesdes no tecido muscular, resultando em
um aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatérias, que leva a
ativagdo da imunidade celular e consequentemente a uma maior
ativagdo de macrofagos. Este contexto ativa um chamado “estado de
alerta” do organismo, que apresenta uma maior capacidade de resolugéo
de infec¢des intracelulares (Terra, 2012).

A partir dos fatores supracitados, o presente estudo avaliou marcadores
inflamatorios no musculo gastrocnémio dos animais que fizeram
exercicio fisico e comparou com os animais do grupo controle. Foram
analisadas as interleucinas 1, 4, 6 ¢ 10 e apenas a IL-1 apresentou
diferenca significativa entre os animais do grupo exercicio fisico em
relacdo ao grupo controle. Magalhdes et al. (1999) observaram o
aumento dos niveis de interleucinas inflamatdrias em pacientes que
sofreram envenenamento da espécie Tityus serrulatus. O estudo
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mostrou também, que os niveis das interleucinas aumentam
proporcionalmente & quantidade do veneno e gravidade do
envenenamento. Fukuhara et al. (2003) avaliou os niveis plasmaticos
de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 ¢ TNFa em pacientes com envenenamento
moderado ou grave. Os resultados mostraram um aumento de todos os
marcadores. A interleucina IL-1 tem um aumento significativo
observado em um estudo de Meki e El-Dean (1998), que analisou
criangas vitimas de acidentes de escorpido. Os autores também
constataram um aumento significativo no marcador nos casos de maior
gravidade e concluiram que este processo € resultado principalmente
das catecolaminas liberadas pelo veneno.

O exercicio fisico representa um estimulo diretamente ligado as
alteragdes dos marcadores inflamatorios. Conforme Cannon (2000), a
producéo de citocinas ¢ modulada através de alguns estimulos, como:
estresse hormonal, estresse oxidativo (ambos sofrem alteragdo direta do
veneno) e exercicio fisico. O aumento exponencial dos niveis de IL-1
nos animais praticantes de exercicio fisico parece estar relacionado
diretamente com o protocolo utilizado no trabalho. O exercicio fisico
de moderada intensidade parece promover um aumento das citocinas
inflamatoérias de maneira aguda, em decorréncia das microlesdes no
tecido muscular geradas pela pratica. Este processo resulta em uma
maior ativagdo de macrofagos e a ativagao da imunidade celular (Terra,
2012). Uma revisdao conduzida por Boaes et al. (2017) indicou que o
aumento das citocinas ¢ diretamente relacionado a intensidade do
treinamento. Os aumentos de parametros pro-inflamatorios sdo
associados aos exercicios fisicos de baixa e moderada intensidade e de
parametros anti-inflamatorios com exercicios exaustivos. Estes achados
corroboram com os obtidos no presente estudo, onde os animais que
praticaram exercicios fisicos ndo apresentaram diferengas significativas
nas citocinas anti-inflamatodrias (IL-4 e IL-10) em relagdo aos animais
do grupo controle. Segundo Terra (2012), o aumento das citocinas anti-
inflamatorias é encontrado apds exercicios fisicos extenuantes, pois 0s
danos no tecido muscular sdo exacerbados, criando um ambiente anti-
inflamatdrio e que resulta na inativagdo de macrofagos. Este processo €
considerado um facilitador do desenvolvimento de infecgdes de
mecanismos intracelulares, dificultando sua resolugéo.

Além disso, o presente trabalhou buscou avaliar as consequéncias
comportamentais da combinag@o do desgaste promovido pelo exercicio
fisico somado ao estresse do envenenamento durante o periodo de
imunizagdes. Apesar de ser o exercicio menos lesivo e de certa forma
menos estressor ao animal, o protocolo envolvendo natagdo tira o
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animal de seu habitat natural ¢ o forca a realiza-lo de maneira nao
espontanea. Portanto, buscou-se identificar possiveis danos
comportamentais, principalmente associados a quadros de depresséo e
ansiedade desses animais.

A avaliacdo de pardmetros comportamentais dos animais foi realizada
através do teste de campo aberto. O campo aberto ¢ uma técnica
utilizada para medir a atividade locomotora e a exploracdo espontanea
de um novo ambiente em estudos com animais (Seibenhenere Wooten,
2015). Os resultados indicaram que os animais do grupo que realizou
exercicio fisico apresentaram maiores numeros de cruzamentos em
comparagdo com os animais do grupo controle. O nimero de
cruzamento de quadrantes é considerado um marcador da atividade
locomotora do animal, sendo que animais mais ativos tendem a
apresentar maior capacidade exploratoria do ambiente. Além disso,
uma diminuiggo na locomogdo e a elevada permanéncia em quadrantes,
principalmente na periferia da caixa, indicam um comportamento de
medo e ansiedade nos animais (Valle, 1970; Prut e Belzung, 2003).
Altos e prolongados niveis de ansiedade parecem ter relagdo positiva
com maiores taxas de mortalidade, uma vez que pacientes com altos
niveis de ansiedade tem maiores riscos no desenvolvimento de
inimeras doengas, como: depressdo, e doengas cardiovasculares
(Janszky et al., 2010; Kandola e Stubbs, 2020). Apesar da ciéncia dos
efeitos benéficos do exercicio fisico sobre o comportamento ansiolitico,
pouco se sabe sobre os mecanismos que promovem tais alteragdes.
Acredita-se que o exercicio fisico promova modulagdes cerebrais e
endocrinas capazes de diminuir os fatores bioldgicos e fisiologicos
envolvidos no comportamento ansiolitico e depressivo (Kandola e
Stubbs, 2020).

Diferentemente da atividade locomotora, ndo houve diferenca
significativa na atividade exploratéria entre os animais que realizaram
exercicio fisico e os animais do grupo controle. Através do pardmetro
nimero de levantamentos das patas superiores, os resultados indicam
que os animais diminuiram consideravel e igualmente, a exploragdo ao
longo das 10 semanas, mostrando uma adaptacdo ao ambiente. Neste
parametro, o exercicio fisico parece ndo apresentar interferéncia. Cruz
et al. (2010) compararam os comportamentos locomotor e exploratdrio
de ratos de ratos sedentarios (jovens e adultos) e praticantes de natacdo
(jovens e adultos). O comportamento locomotor dos animais foi
significativamente maior nos grupos de exercicio fisico quando
comparados aos animais sedentarios. Em relacdo ao comportamento
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exploratério, apenas os animais jovens do grupo exercicio fisico
apresentaram maiores indices em relacdo aos demais.

A avaliagdo da atividade exploratoria através do pardmetro nimero de
idas dos animais ao centro, gerou resultados semelhantes, exceto na
semana 5, onde os animais que realizaram exercicios fisicos
apresentaram niveis maiores do que os animais que ndo praticaram
exercicios fisicos. Segundo Valle (1970), os animais, por instinto,
tendem a permanecer mais tempo na periferia do ambiente como
mecanismo de defesa contra possiveis predadores. Isso ¢ justificado em
razdo da proximidade com a parede, ja que os animais passam seus
orgdos sensoriais sobre superficies verticais, gerando uma sensagdo de
menor exposi¢ao (Valle, 1970; Treit et al., 1993). Apesar de todas as
mudancas comportamentais promovidas pelo exercicio discutidas
anteriormente, o treinamento ndo pareceu modificar este
comportamento especifico do animal. Além do mais, ndo foram
encontradas possiveis relagdes que justifiquem a diferencga significativa
demonstrada na semana 5.

Para entender e avaliar mais pardmetros relacionados ao bem-estar e
qualidade vida dos animais utilizados no experimento, o presente
estudo preocupou-se em avaliar a sensibilidade a dor dos camundongos,
tendo em vista que o veneno apresenta propriedades indutoras da dor e
que os animais realizaram exercicios fisicos durante um periodo
consecutivo de imunizagdes. No trabalho, a sensibilidade a dor foi
avaliada por meio do teste de Von Frey e, apesar do protocolo de
imunizagdes utilizar a inoculagdo do veneno no dorso do animal, nota-
se claramente um aumento no limiar da dor em ambos os grupos na
primeira semana e uma diminui¢do no decorrer do experimento. De
uma forma geral, os resultados ndo demonstraram diferenca
significativa entre os animais dos dois grupos. Assim, o exercicio fisico
parece ndo apresentar interferéncia no comportamento nociceptivo de
camundongos inoculados com o veneno do escorpido Tityus serrulatus.
O comportamento nociceptivo parece ter relacdo direta com os niveis
inflamatorios, logo, a auséncia de diferencas significativas dos
marcadores de inflamagédo entre os grupos analisados parece justificar
os pequenos indices de dor nos animais ¢ a falta de efeitos decorrentes
do treinamento fisico. Apesar da semelhanga nos resultados, os animais
que praticaram exercicio fisico apresentaram estabilizagdo na
sensibilidade ao estimulo nociceptivo a partir da semana 6.

A justificativa para os achados do trabalho pode estar relacionada ao local
da aplicag@o e, de certa forma, corroboram com a literatura. Guimaraes
et al. (2011), encontraram aumento significativo no comportamento
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nociceptivo de ratos submetidos ao veneno do escorpido Tityus
serrulatus. Tal fato foi ainda relacionado ao local de aplicagdo do
veneno, que foi feita na pata do animal, local onde o estimulo do teste
¢ realizado, aumentando a sensibilidade do membro. Os resultados
obtidos por Toro et al. (2006) colaboram com esta hipdtese, pois
também houve o aumento na atividade nociceptiva dos animais
submetidos ao veneno, que igualmente foi injetado na pata dos ratos.
Segundo Guimaraes et al. (2011), geralmente a dor ocorre de maneira
mais especifica no local do envenenamento, podendo estender-se a raiz
do membro atingido.

Além das avaliagdes bioquimicas e fisiologicas, o presente estudo buscou
avaliar a composi¢do corporal dos animais, através do peso corporal. O
peso corporal total dos animais ndo apresentou diferengas significativas
entre os grupos durante as 10 semanas de experimento. O resultado era
esperado em virtude da intensidade do exercicio fisico utilizada. Apesar
da ndo diferenciagdo entre massa magra e massa gorda no estudo, o
exercicio fisico de moderada intensidade ndo tem sido associado a uma
diminuic¢@o no peso. Estudos recentes tém evidenciado cada vez mais
que as mudangas no peso corporal sdo diretamente proporcionais a
intensidade do exercicio fisico realizado. Hand et al. (2020) avaliaram
dentre outras varidveis, a composi¢cdo corporal de jovens adultos
saudaveis e obesos sedentarios em grupo de exercicio moderado,
exercicio intenso e grupo de observagdo. Apenas alguns participantes
do grupo de exercicios intensos apresentaram uma diferenga
significativa no peso corporal. O grupo de exercicio fisico moderado
nao obteve reducdo nos parametros de composicao corporal e os autores
sugerem que essa intensidade ndo é capaz de promover alteragdes no
peso e que o0 organismo gere uma resposta compensatoria ao exercicio
fisico. Ho et al. (2012) realizaram um estudo onde 64 pessoas com
sobrepeso e obesidade foram aleatoriamente divididas em 4 grupos e
submetidas a diferentes intensidades de programas de treinamento
fisico. Os resultados corroboram com o presente estudo, ja que o
exercicio fisico de intensidade moderada ndo apresentou diferenca
significativa no peso corporal dos participantes. Em contrapartida, os
pacientes apresentaram melhora em parametros cardiorrespiratorios.

Apos o periodo de imunizagdes e pratica de exercicios fisicos, o presente
estudo avaliou a longevidade e a vida dos animais apds o experimento.
As condi¢cdes de satide foram medidas através de avaliagdes
bioquimicas. Os parametros bioquimicos analisados no estudo
apresentaram diferencas significativas entre os animais do grupo
controle e grupo exercicio fisico, exceto nos triglicerideos. Nota-se que
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ao final de 10 semanas de experimento de imunizagdes, 0s grupos
apresentaram niveis semelhantes em quase todos os parametros. Em
contrapartida, 1 ano apos o término dos experimentos, os niveis de:
glicose, colesterol, TGO e TGP foram maiores no grupo controle que
ndo realizou exercicio fisico em comparagao com o grupo que praticou
exercicio fisico. Ainda, ap6s a interrupgao das imunizagdes e protocolos
de treino, os grupos demonstraram diferentes adaptagdes, levando a crer
que o exercicio fisico foi capaz de promover uma manutengdo dos
niveis bioquimicos avaliados. Os animais que ndo praticaram exercicios
apresentaram um declinio nas condi¢des analisadas, corroborando com
a diminuicdo do tempo de vida, conforme dados citados anteriormente.

O envenenamento da espécie Tityus serrulatus desencadeia uma série de
alteragdes sanguineas no organismo. Dentre elas, uma das mais
conhecidas e importantes ¢ a hiperglicemia, uma vez que o veneno
provoca efeitos diretos dos neurotransmissores no figado, pancreas e
tecido adiposo. Sendo assim, as catecolaminas induzem a glicogenolise
hepatica (Murthy e Haghnazari, 1999). Corréa et al. (1997) observaram
também a incidéncia de hiperglicemia e redugdo do glicogénio hepatico
em ratos submetidos ao veneno deste mesmo escorpido. Os resultados
obtidos também corroboram com um estudo de Cusinato et al. (2010)
que avaliou alteragdes hematologicas induzidas pelo veneno do
escorpido Tityus serrulatus em ratos. Todos os animais utilizados no
estudo apresentaram quadros de hiperglicemia. O exercicio fisico
demonstrou ter papel fundamental na manutengao dos niveis de glicose,
evitando o aumento da hiperglicemia gerada pela inoculagao do veneno.
Os efeitos do treinamento regular sobre a glicose sdo bem
documentados, pois o exercicio fisico gera adaptagdoes metabolicas
capazes de promover a estimulagdo da captagdo da glicose pelo
musculo, através da translocacao do transportador da glicose (Pauli et
al., 2009). O treinamento fisico de intensidade moderada utiliza a
glicose ¢ os acidos graxos como principais substratos energéticos e
estes sdo geralmente oriundos de depositos intramusculares, da
produgdo hepatica ou da mobilizagdo de tecido adiposo (Ferrari et al.,
2019). E importante salientar que, mesmo um ano apos a interrupgio
do treinamento, os animais conseguiram manter os niveis de glicemia.
A literatura ainda ndo consegue explicar tal fendmeno, contudo, a
hipotese mais aceita ¢ que longos periodos de treinamento fisico
continuado parecem ainda regular parametros bioquimicos e
inflamatorios, aumentando a sobrevida dos animais.

Os niveis de colesterol também aumentaram consideravelmente nos
animais do grupo controle um ano apo6s o final dos experimentos. Néo
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ha na literatura evidéncias que relacionem o veneno escorpionico com
o aumento sérico do colesterol. Os resultados encontrados no estudo
parecem ser decorrentes do processo natural de envelhecimento, sendo
que o exercicio fisico foi capaz de impedir este aumento. O
envelhecimento traz uma série de modificagdes no organismo e uma
delas é o aumento na concentragdo de lipidios e lipoproteinas. Dessa
forma, h4 um aumento progressivo nos niveis de colesterol com o
passar dos anos (Kreisberg et al., 1987). O papel do exercicio fisico
sobre o metabolismo do colesterol esta diretamente associado a
intensidade e parece que os realizados com moderada intensidade ndo
promovem alteragdes significativas nos niveis de colesterol total. Uma
metanalise publicada por Kelley e Kelley (2006) mostrou que apenas
15% a 20% dos estudos selecionados promoveram alteragdes
significativas nos niveis de colesterol em decorréncia do exercicio
fisico de moderada intensidade. Este mesmo estudo aponta que a
diminui¢do dos niveis tem sido mais relacionada a um efeito secundario
da perda de peso.

A andlise dos triglicerideos mostrou que nido houve grandes diferengas
entre os intergrupos. Apenas os animais do grupo exercicio fisico
apresentaram uma redu¢do um ano ap6s o final do protocolo de
exercicios, contudo, sem significincia. Aparentemente ndo ha uma
relagdo entre o envenenamento da espécie Tityus serrulatus sobre os
niveis de triglicerideos e a falta de estudos sobre o tema pode vir a
corroborar com essa hipotese. Os triglicerideos armazenados no tecido
adiposo sdo considerados os principais fornecedores de acidos graxos
livres para substrato energético durante a realizag¢do do exercicio fisico.
A regularidade da pratica de exercicios fisicos parecer ser um
importante aliado na manutengao dos niveis e na diminuig¢@o do excesso
de triglicerideos (Ranallo e Rhodes, 1998). Os niveis de triglicerideos
tendem a diminuir conforme a pratica de exercicios durante a vida,
especialmente no envelhecimento. Ryan (2010) descreveu os efeitos da
pratica de exercicios aerobios durante o envelhecimento e constatou que
idosos que praticam exercicios fisicos aerdbios regularmente
apresentam menores indices de triglicerideos em comparagdo com
sedentarios. Além disso, o mesmo estudo mostrou que niveis de
hipertrigliceridemia estdo mais associados com sobrepeso e obesidade
do que com os niveis de pratica de exercicios fisicos.

Ademais, foram avaliados os niveis de transaminase glutdmico
oxalacética (TGO) e transaminase glutamico piruvica (TGP). Os
resultados mostraram um aumento das TGO em todos os animais do
grupo controle, aumentando ainda mais, apds 1 ano e 10 semanas de
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vida quando comparados com os animais do grupo que realizou
exercicio fisico. Os animais do grupo que realizou exercicio fisico por
sua vez, ndo apresentaram alteragdes significativas um ano apds o fim
do experimento, indicando um efeito positivo do exercicio fisico sobre
0 pardmetro supracitado. Em relagdo a TGP, nota-se um aumento
exacerbado no grupo controle apos 1 ano do fim das atividades de
imunizagdes. Em relagdo ao grupo que realizou exercicios fisicos, um
ano apos o fim dos protocolos de exercicio e imunizagdes, os valores
de TGP diminuiram consideravelmente.

A transaminase TGO é comumente encontrada em uma gama de tecidos,
como: figado, coragdo, musculos, rins e cérebro. Ja a TGP ¢é considerada
mais especifica de lesdo hepatica, pois grande parte de sua concentragio
estd localizada no figado. O aumento significativo das transaminases,
especialmente TGO, pode ser justificado em virtude de que o veneno se
distribui rapidamente pela corrente sanguinea e atinge diretamente
varios tecidos, sendo as maiores concentragdes encontradas nos rins e
figado (Nunan et al., 2001; Nunan et al., 2004).

Apesar de encontrar lesdes no figado, Galvani et al. (2017) que avaliaram
apds envenenamento, a acdo do veneno em diferentes orgdos, nio
detectaram a presenca do veneno no figado, em diferentes tempos apds
a inoculagdo (1h, 2h, 6h e 12h). Por sua vez, Corréa et al. (1997)
mostraram em ratos que receberam uma dose intravenosa de 100 pg/kg
do veneno Tityus serrulatus, a formacao de congestdo hepatica com
hemolise e degeneracdo hidropica e um baixo nivel de glicogénio
hepatico, além de alterar significativamente os niveis séricos de
aspartato aminotransferase, amilase, creatina quinase e lactato
desidrogenase, bem como hiperglicemia, um alto nivel de acidos graxos
livres no plasma. Desta forma, acredita-se que a metabolizacdo hepatica
do veneno ¢ extremamente rapida, ja que Revelo e colaboradores (1996)
observaram que as maiores concentragdes ocorreram 15 minutos ap6s
o envenenamento, com sérios danos ao figado. Estes dados sdo
confirmados pelo estudo de Ribeiro et al. (2010) que avaliou o perfil
bioquimico de caes saudaveis submetidos a inoculacdo do veneno do
escorpido Tityus serrulatus e indicou um aumento significativo na
concentracdo de TGO e TGP em relagdo ao grupo controle. Na
pesquisa, as diferencas mais significativas foram observadas nas
analises de 2h e 6h apds o envenenamento e a recuperacdo dos niveis
normais apos 24h.

Diferentemente dos demais, como os trabalhos de Galvani et al. (2017) e
Revelo et al. (1996) que avaliaram a toxicidade do veneno em uma
unica dose, o presente estudo, acompanhou a imunizagdo semanal por
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um periodo de 10 semanas, portanto, acredita-se que constante nimero
de inoculagdes com o veneno, mais a presenga do adjuvante, possa ter
possa ter promovido um aumento relativo no dano ao figado e este
processo provavelmente foi acentuado com o processo de
envelhecimento dos animais.

Os niveis de TGO aumentaram em ambos os grupos ao final das 10
semanas de experimento, contudo, ap6s um ano, os valores dos animais
do grupo controle aumentaram praticamente o dobro, enquanto os
animais do grupo exercicio fisico apresentaram discreto aumento. Em
relacdo aos niveis de TGP, os niveis encontrados apos as 10 semanas
foram maiores no grupo exercicio fisico, porém, ap6s um ano do final
do experimento estes valores diminuiram. J& o grupo controle
apresentou niveis de TGP praticamente 6 vezes maiores no mesmo
periodo. Estes dados, especialmente de TGO, parecem estar
diretamente relacionados a pratica dos exercicios fisicos, pois este
marcador também ¢ um indicativo de dano muscular (Leppanen, 1989).
Acredita-se, juntamente com as demais analises, que o periodo de
treinamento mostrou ser um fator que limita o aumento ou diminui os
niveis dessas transaminases, diminuindo o0s potenciais riscos
decorrentes de niveis exacerbados.

A regulacao do metabolismo da glicose parece ter um papel fundamental
na manutencdo e diminuicdo desses niveis ap6s um ano do
encerramento do experimento. Por ser um indicador de dano hepatico,
a TGP apresentou redugdo com o passar do tempo, acompanhando os
demais marcadores bioquimicos. Este achado pode ser justificado pela
utilizacdo da glicose hepatica como substrato energético nos animais
que praticaram exercicios fisicos. O perfil bioquimico dos animais,
associado a outras variaveis analisadas no trabalho, parecem explicar o
aumento do tempo de vida dos animais que praticaram exercicios
fisicos em relacdo ao grupo controle.

A partir dos resultados, nota-se que a primeira morte do grupo controle
ocorreu na semana 56, enquanto a primeira do grupo exercicio fisico
apenas na semana 82. Nesta mesma semana, apresentou a tltima morte
do grupo controle e, em contrapartida, o ultimo animal do grupo
exercicio veio a Obito na semana 95. Assim, os animais que fizeram
exercicios fisicos viveram em média 20,3 meses, quase 3 meses mais
que os animais que ndo fizeram exercicios fisicos, que viveram em
média 17,5 meses. Sabe-se que consecutivas doses de veneno acarretam
alteragcdes nos sistemas neuromuscular, cardiovascular e respiratorio do
animal produtor de soro antiveneno (Machado-de Avila et al., 2004).
Sendo assim, observa-se uma condi¢do de satde debilitada e, por
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consequéncia, uma menor expectativa de vida dos animais usados neste
processo (Chippaux e Goyffon, 1998; Gazarian et al., 2005).

O desenvolvimento de alternativas que permitam melhores condi¢des de
saude aos animais produtores do veneno vem sendo estudado ha algum
tempo e o exercicio fisico surge como uma possivel ferramenta no
processo. A causa das mortes dos animais ndo foi diagnosticada, mas
os resultados bioquimicos, principalmente um ano apés o periodo de
imunizagdes, sugerem que o protocolo de exercicio fisico contribuiu
diretamente para um maior tempo de vida dos animais utilizados no
estudo. Estes dados podem ser justificados pelos efeitos benéficos do
exercicio fisico sobre os mais diferentes sistemas do organismo,
principalmente os mais atingidos pelo veneno. O envenenamento da
espécie Tityus serrulatus age diretamente na saude cardiovascular,
aumentando a pressdo arterial por meio da liberagdo de catecolaminas
das adrenais e terminagdes pos-ganglionares. Além disso, pode levar a
quadros de arritmias, faléncia do ventriculo esquerdo e alteragdes na
contratilidade do miocardio e do fluxo coronariano (Freire-Maia et al.,
1994; Cupo e Hering, 2002; Cardoso et al., 2003).

O exercicio fisico regular ¢ citado ha muito tempo como um importante
agente regulador da pressao arterial. Uma metanalise com 72 estudos e
aproximadamente 4000 individuos analisados, encontrou resultados
que comprovam a diminui¢do média de 3 mmHg na pressdo arterial de
repouso em individuos fisicamente ativos. O estudo concluiu que o
treinamento continuo de 3 vezes por semana afeta positivamente o
sistema nervoso simpatico e esta associado a prevencao e tratamento de
hipertensdo e diminuicdo do risco de acidentes cardiovasculares
(Fagard, 2012). O exercicio fisico também aumenta a capacidade
contratil do miocardio, uma vez que estimulos coordenados e
repetitivos sdo capazes de aumentar o fluxo sanguineo, reduzir a
frequéncia cardiaca e aumentar o débito cardiaco. As contracdes
musculares decorrentes do exercicio fisico demandam um maior fluxo
sanguineo ao sistema musculoesquelético, estimulando uma maior
ejecdo de sangue durante a atividade. Com isso, ha um aumento no
tamanho do ventriculo esquerdo levando a uma diminuigdo na
resisténcia periférica e uma otimizagdo da irrigacdo de vasos e
capilares. Todas essas alteragdes resultam em um aumento da sobrevida
do corag¢do e menores chances de mortalidade em decorréncia de
doengas cardiacas (O’Connor et al., 1989; Goel et al., 2011; Anderson
et al.,, 2016). Outro fator que parece corroborar com os achados da
presente pesquisa ¢ a capacidade do exercicio fisico em retardar o
encurtamento de telomeros. A relacdo entre o comprimento dos
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teldmeros e o envenenamento ainda € obscura, contudo, ha sinais de
que o exercicio fisico atua na desaceleragdo do encurtamento dos
telomeros, levando a um aumento da expectativa de vida (Silva et al.,
2018).

Os resultados encontrados no presente estudo parecem fornecer uma
ferramenta ndo farmacologica eficiente para a qualidade de vida e
longevidade de animais produtores de soros. O experimento mostrou
que o exercicio fisico ndo alterou a produgao de anticorpos no protocolo
de imunizagdo e, a partir dos parametros analisados, os animais
fisicamente ativos apresentaram melhores condi¢des de saude durante
a vida, vivendo muito mais. Portanto, apesar de todos os efeitos
deletérios induzidos pela inoculagdo do veneno, o exercicio fisico
pareceu inibir ou desacelerar alguns processos patoldgicos decorrentes
do veneno e, por consequéncia, aumentar a expectativa de vida dos
animais.

Os animais do grupo que praticou exercicio fisico ndo apresentaram
alteragdes em marcadores inflamatérios, ndo apresentaram maior
sensibilidade e dor e também n3o mostraram alteracdes
comportamentais ao longo do periodo de imunizagdes. Além disso, os
parametros bioquimicos analisados foram significativamente melhores
em relacdo aos animais sedentarios ao longo da vida, evidenciando um
menor dano nos orgios relacionados e no metabolismo de maneira
geral. Esses resultados provavelmente foram os principais responsaveis
pelo maior tempo de vida observado no grupo exercicio fisico.
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6 CONCLUSAO

Por fim, a partir dos resultados encontrados no presente estudo, pode-se
concluir que o exercicio fisico ndo altera a producdo de anticorpos em
animais submetidos a inoculagdo do veneno do escorpido Tityus
serrulatus. Ademais, os animais submetidos ao protocolo de exercicio
fisico ndo evidenciaram nenhuma alteragdo em marcadores
inflamatdrios, peso corporal, sensibilidade & dor e comportamento
capaz de interferir na produgdo de soro. Em suma, os animais do grupo
exercicio fisico mostraram melhores resultados em avaliacdes de
pardmetros bioquimicos e um maior tempo de vida em comparagdo com
os animais do grupo controle.
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