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RESUMO

Os escorpifes habitam a terra a mais de 400 milhdes de anos por sua habil
capacidade de adaptacdo, tendo sofrido poucas alteragdes na sua morfologia,
permitindo-os adaptarem-se nos mais diversos habitats terrestres. A presenca
desses aracnideos tem sido considerada bastante preocupante, sendo a espécie
Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922, uma das que vem se destacando no Brasil
pelos graves acidentes ocasionados e sua vasta e preocupante sintomatologia. O
presente trabalho visa demonstrar além da capacidade de sintomas diversos
causados pelo veneno, também seu grau genotoxico em nivel de DNA. Sendo
assim, caracteriza-se como seu objetivo, avaliar os danos ao DNA de camundongos
inoculados com veneno de T. serrulatus. Foram utilizados para o estudo genotoéxico,
30 camundongos Swiss machos adultos (18-22g com 28-35 dias), divididos em cinco
grupos, com seis animais cada, incluindo um grupo controle de Oh com a
administracdo de tampao fosfato-salino (PBS). Nos diferentes grupos administrou-se
em cada animal via intraperitoneal, 0,5DLsy de veneno de T. serrulatus. Este foi
inoculado em todos os grupos, exceto o de Oh, em mesmo periodo, sendo a
eutanasia realizada por deslocamento cervical apds horarios diferentes: 1hr, 2hrs,
6hrs e 12hrs. Antes da eutanasia foi realizada a coleta de sangue por puncédo na
veia caudal e depois entdo foram retiradas as estruturas cortex, estriado, hipocampo,
figado, pulméo, rim e coracdo. Para posterior andlise das células através do ensaio
cometa. Os resultados mostram que o0 veneno da espécie de escorpido T. serrulatus
possui alta genotoxicidade, apresentando diferenca significativa quando comparado
ao grupo 0Oh, levando a elevados danos em DNA em todas as estruturas analisadas
neste estudo. Isso nos leva a concluir que o escorpido em questao, possui muito
além de uma vasta sintomatologia, mas também é capaz de lesar o material
genético da vitima, tendo acao ja em suas primeiras horas apos inoculacdo. Nossos
resultados demonstram a importancia de tal modelo de estudo na geragdo de novos
conhecimentos e indicam que outros estudos com diferentes periodos de anélise ou
utilizando substancias que possibilitem minimizar ou reverter os efeitos do veneno
em nivel de dano em DNA devem ser feitos.

Palavras-chave: DNA. Ensaio cometa. Genotoxicidade. Tityus serrulatus Lutz &
Mello, 1922. Veneno.
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1 INTRODUCAO

Nos reinos biolégicos existentes, estdo presentes na natureza algumas
espécies de organismos com capacidade de produzir substancias toxicas, que
guando em contato com outros seres vivos podem desencadear diversas reacoes, e
até mesmo a morte. Tais substancias sdo desenvolvidas como forma de autodefesa,
ou até mesmo, para a caga de organismos utilizados para alimentacdo (FERREIRA
JUNIOR, 2003).

De acordo com Wolff (2012), sédo frequentes as dudvidas em relacédo a
diferenca de animais peconhentos e venenosos, que se diferenciam pela forma de
inoculacdo de substancias usadas como autodefesa. A principal forma de distinguir
um animal “peconhento” de um animal “venenoso” € a presenga ou ndo do aparelho
inoculador de veneno. Os peconhentos sdo aqueles que produzem uma substancia
toxica e possuem um aparelho inoculador especializado para inserir 0 veneno em
outro individuo, através de glandulas que se comunicam com ferrdes, agulhfes ou
até mesmo outras estruturas onde o veneno passara ativamente. J4 os animais
venenosos, produzem o veneno, porém sem presenca da estrutura inoculadora,
provocando assim, um envenenamento passivo por contato (LIMA, 2014).

Segundo Brazil e Porto (2010), para os seres humanos, os aracnideos
sdo conhecidos como animais de grande importancia médica, devido ao fato de
transmitirem doencas e em alguns casos, pela capacidade de acdo do veneno como
algumas espécies de aranhas e escorpides.

A presenca desses aracnideos tem sido considerada bastante
preocupante, dentre as espécies existentes, o escorpido Tityus serrulatus Lutz &
Mello, 1922 (figura 1), vem se destacando como principal causador de acidentes
escorpiodnicos no Brasil. Tal fato tem feito do escorpionismo um grande problema de
saude publica (LARA, 2012).

Os escorpibes sao considerados um dos animais mais antigos
encontrados na natureza. Devido a sua habil capacidade de adaptacdo, este
aracnideo habita a terra h4 mais de 400 milh6es de anos, tendo sofrido poucas
alteracbes na sua morfologia, permitindo-os a adaptarem-se nos mais diversos
habitats terrestres, como florestas tropicais, equatoriais e temperadas, savanas,

cavernas e até mesmo montanhas (LOURENCO, 2001).
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T. serrulatus pode ser identificado por apresentar caracteristicas fisicas,
como: presenca de tronco escuro, pernas e cauda amarelas e falsa cauda serrilhada
(Figura 1), sendo predominante nos estados de: Minas Gerais, Bahia, Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Paran& e Goiés. Esta ampla
distribuicdo se da por sua reproducdo partenogenética e facil adaptacdo ao meio
urbano (MARCUSSI et al., 2011).

Figura 1 Morfologla do Escorplao T serrulatus

Fonte: BRAZIL et al., 2009, com adapta¢Bes da autora, 2016.

Segundo Pazelli (2013), a imprudéncia do homem o fez responsavel pelo
desequilibrio no meio ambiente, reduzindo dessa forma os habitats de muitos
animais, e consequentemente os trazendo ao meio urbano, fato este que classifica
muito dos peconhentos, assim como os escorpides, de seres sinantrépicos, ou seja,
animais que habitam ambientes urbanos. Este fato levou a um grande problema
relacionado ao risco de transmissdo de diversas doencas, além de uma maior
preocupacao com a saude publica, pelo fato de que os acidentes com estes animais
estdo aumentando. Esta espécie destaca-se como de maior preocupacao, devido ao
potencial de gravidade do envenenamento e pela expansdo de sua distribuicdo
geografica no pais (BRASIL, 2014a).
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Nos ultimos anos, o Ministério da Saude do Brasil registrou um aumento
de acidentes causados por picadas de escorpido, sendo considerado um problema
de saude publica (BRASIL, 2014b). A maior parte dos casos registrados no pais € da
espécie T. serrulatus, tornando-o principal agente etiolégico entre os acidentes
escorpidnicos no Brasil e, responsavel por envenenamentos fatais, principalmente
em criancas (SILVA, 2005).

Anualmente os numeros de acidentes ultrapassam a faixa de 1 milhdo de
casos no mundo, dos quais 50 a 75% requerem tratamento para evitar a morte,
amputacdes ou sequelas permanentes (BRASIL, 2014b).

No ano de 2015, o Ministério da Saude realizou uma estimativa onde
observou que aproximadamente 74 mil pessoas sofreram acidentes por picadas de
escorpides em todo Brasil, demonstrando um aumento de 20% nos ultimos quatro
anos (BRASIL, 2016). Segundo os dados coletados pelas fichas de notificacbes do
Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), no periodo entre 2000 a
2010 foram registrados 316 acidentes ocasionados por escorpides, destes, cerca de
32 foram registrados na Regido Serrana de Santa Catarina no periodo de um ano
(QUADROS et al., 2014).

No entanto, a real incidéncia do escorpionismo ainda € desconhecida,
uma vez que grande parte dos acidentados ndo procuram os centros de saude
especializados para atendimento, ou 0s casos nao sao identificados como causados
por animais peconhentos tendo apenas os sintomas tratados. Além disso, devido
aos conhecimentos populares, muitos dos acidentados se automedicam com
solugbes caseiras produzidas a partir de extratos de plantas, como as do género
Ottonia (ANTUNES et al., 2001; CUNICO et al., 2003; CUNICO, 2007), mesmo nao
existindo comprovacdo cientifica validando a efetiva neutralizacdo do veneno
(CUNICO, 2007).

O desenvolvimento de uma sintomatologia mais branda ou mais severa
em um acidente escorpidnico, depende diretamente da quantidade de veneno
inoculado e também de caracteristicas da vitima, como sexo, status imunoldgico,
contatos anteriores e idade, sendo que, criancas e idosos apresentam maior risco de
virem a desenvolver um quadro clinico grave (SOARES et al., 2002; PADILLA et al.,
2003; DUARTE, 2007).

As manifestacdes clinicas apresentadas por vitimas de escorpionismo séo

geralmente atribuidas a liberacdo de neurotransmissores, em especial, a acetilcolina
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e noradrenalina das terminacdes nervosas poés-ganglionares, e adrenalina pela
medula adrenal (ISMAIL, 1995; ARANTES et al., 2010).

No veneno escorpibnico, encontram-se como principais componentes
toxicos, proteinas e enzimas, as quais estdo diretamente relacionadas com os
habitos alimentares e comportamentais de defesa do animal (FERREIRA JUNIOR,
2003). Este veneno é na verdade uma mistura complexa de proteinas basicas de
baixo peso molecular, associadas a pequenas quantidades de aminoacidos e sais,
sendo desprovido de atividade hemolitica, proteolitica, colinesterasica, fosfolipasica,
além de nao consumir fibrinogénio (FERREIRA JUNIOR; BARRAVIEIRA, 2002). Os
venenos escorpidnicos sao fontes de diferentes classes de peptideos que
representam ferramentas Uteis para a pesquisa biolégica.

A inoculacdo do veneno de escorpido em animais de laboratério produz
efeitos sistémicos com sinais e sintomas semelhantes aos observados no
envenenamento humano, tais como febre, agitacdo psicomotora, salivagao,
lacrimejamento, aumento da mobilidade do trato gastrointestinal, arritmias cardiacas
e respiratérias, hipertenséo arterial seguida de hipotenséo, falha cardiaca, edema
pulmonar, choque (FREIRE-MAIA; CAMPOS, 1989; ARANTES et al.,, 2010) e
alteracdo dos niveis de eletrdlitos de plasma, comecando com um decréscimo nos
niveis de sodio, potassio e calcio, provavelmente devido a perda excessiva de
fluidos corporais causadas por salivagéo e lacrimejamento (ISMAI; ABD-ELSALAM,
1988, ANDRADE et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2004; ARANTES et al., 2010).

Devido aos multiplos efeitos gerados pelo veneno, levantam-se davidas
em relagdo a questdo molecular, ressaltando-se a possibilidade de que além da
vasta sintomatologia, o veneno e suas toxinas podem levar a danos a nivel celular,
afetando o conteddo genético da vitima. A genotoxicidade da substancia se
manifesta em forma de doses sub-toxicas. Como forma de avaliar os efeitos
genotoxicos, utiliza-se o ensaio cometa um teste sensivel, que analisa os danos
presentes no DNA, caso ndo ocorra o reparo desses danos pelo sistema celular,
podera acarretar em mutacdes futuras que possivelmente seréo responsaveis pelo
desencadeamento de inumeras doencas (RIBEIRO, 2010). Aléem da exposicédo a
substéancias tbxicas, tais danos celulares podem ser gerados em nosso dia a dia de
acordo com nossos habitos e o ambiente em que estamos expostos.

E sabido que, com o passar do tempo cresce a producdo de inimeros

produtos e diversas substancias sintetizadas que sado consequentemente liberadas
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ao meio ambiente, onde se torna praticamente impossivel ndo obter contato,
evitando tal exposicao (HOSHINA et al., 2013).

Diversos estudos ja foram realizados com as toxinas do veneno da
espécie de escorpido T. serrulatus, sendo que a maioria delas ja foram
sequenciadas e caracterizadas. Todavia, estudos de avaliacdo genotdxica em
relacdo ao veneno, que possibilitem um maior conhecimento, além da sintomatologia
por ele causada, mas também avaliando seus diversos danos, incluindo aqueles
ocasionados a conteudo genético da vitima, sdo ainda muito escassos. Dessa forma,

este € o primeiro trabalho com avaliacdo da acdo genotdxica do veneno desta

espécie de escorpido em diferentes 6rgaos.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar danos ao DNA de camundongos inoculados com veneno de Tityus
serrulatus Lutz & Mello, 1922.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a genotoxicidade causada pela inoculacdo do veneno de T. serrulatus
nos diferentes 6rgdos, como: coracdo, pulméo, rim, sangue, figado, cortex,
hipocampo e estriado.

e Analisar a cinética do envenenamento nas horas de 1h, 2h, 6h e 12h de acéo
do veneno em camundongos.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Adolfo_Lutz
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mello
http://pt.wikipedia.org/wiki/1922
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os testes e procedimentos técnicos foram realizados conforme a
literatura sugere, com total padronizacdo. A realizacdo dos métodos foi feita no
Laboratério de Biologia Molecular — LABIM da UNESC pelos grupos de pesquisa de

Genética toxicoldgica e Biotecnologia.

3.1 ANIMAIS E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Foram utilizados 30 camundongos Swiss machos adultos (18-22g com 28-
35 dias), provenientes do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC). O peso dos animais seguiu conforme o0 que preconiza a Portaria n° 174,
de 11 de novembro de 1996, do ministério da saude. Os animais foram alojados em
caixas de polietileno, com comida e &gua ad libitum e mantidos em um ciclo de 12
horas claro-escuro (a luz € ligada as 7h da manhd), com temperatura controlada de
22+1°C. Este estudo foi aprovado e todos os procedimentos realizados passaram
por aprovacdo do Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA/UNESC) conforme o
protocolo numero 076/2015-1, que segue a Lei n°11.794, de 8 de outubro de 2008
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foram
posteriormente conduzidos de acordo com o0s principios éticos do Colégio Brasileiro

de Experimentacdao Animal (COBEA).

3.2 VENENO

O veneno de escorpido da espécie T. serrulatus foi cedido pela Fundacao
Ezequiel Dias (FUNED), de Belo Horizonte — Brasil. As amostras foram constituidas
de um pool de venenos coletados de escorpides ja adultos, da regido sudeste do
Brasil. Posterior a coleta, as amostras foram devidamente liofilizadas e mantidas em

temperatura de 20°C para serem inoculadas nos camundongos no laboratorio.



18

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Para o estudo genotoxico do veneno os camundongos foram divididos em
cinco grupos com seis animais cada. A administracdo do veneno foi via
intraperitoneal, com 0,5 DLso de veneno, esta que foi definida com base em estudo
previamente realizado por Domingos (2016), pelo Laboratorio de Biologia Molecular
— LABIM da UNESC pelos grupos de pesquisa de Genética toxicologica e
Biotecnologia, que nos deram embasamento para seguir o estudo com mesma dose
ja determinada. O mesmo foi inoculado nos grupos ao mesmo tempo, porém cada
grupo foi eutanasiado por deslocamento cervical em horarios diferentes: apés, 1hr,
2hrs, 6hrs e 12hrs, a definicdo dos horarios de atuacéo do veneno foi embasada em
outros estudos, onde é sabido que a maior acdo e auge do veneno se ddo em suas
primeiras horas. Antes da eutanasia foi realizada a coleta de sangue por puncao na
veia caudal e apods foram dissecadas as seguintes estruturas: cortex, estriado,

hipocampo, figado, pulmao, rim e coracgao.

Tabela 1 - Esquema dos grupos de animais que foram inoculados com o veneno de

T. serrulatus para realizagdo de ensaio cometa.

Tempo de morte Inoculacéo N° de animais

apoés aplicacao

Oh PBS 6 camundongos
1h 0,5 DLsp de veneno 6 camundongos
2h 0,5 DLso de veneno 6 camundongos
6h 0,5 DLsp de veneno 6 camundongos
12h 0,5 DLsp de veneno 6 camundongos

Fonte: Da autora, 2016.

3.4 ENSAIO COMETA

Para a realizagdo do ensaio cometa, foram utilizadas as seguintes
estruturas bioldgicas: Cortex, estriado, hipocampo, figado, pulmé&o, rim, sangue e

coragao.
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O ensaio cometa foi realizado sob condi¢des alcalinas, conforme descrito
por Singh et al. (1988), com algumas modificacdes sugeridas por Tice et al. (2000).
O sangue foi coletado e colocado em micro tubos heparinizados e refrigerados, e as
amostras de cortex, hipocampo, estriado, figado, rim, pulmdo e corag¢do, foram
dissecadas e imersas em tampao fosfato (PBS) refrigerado. Em seguida foram
individualmente homogeneizadas com o auxilio de uma seringa, através do
movimento de vai e vem, a fim de obter uma suspenséo celular.

As células do sangue (aliquotas de 5uL) e as células obtidas da
dissociagao de tecidos (aliquotas de 25 uL) foram embebidas em agarose de baixo
ponto de fusdo (0,75%, w/v, 95 pL ou 75 pL, respectivamente) e a mistura
adicionada a uma lamina de microscéopio pré-coberta com agarose de ponto de
fusdo normal (1,5%), cobrindo posteriormente com uma laminula e levando, entéo, a
geladeira por aproximadamente 5 minutos a 4°C para solidificacdo. Logo apés, as
laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise
(2,5M NacCl, 100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢do na hora do uso
de 1% de Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e
maximo de 2 semanas. Apés este periodo, as laminas foram incubadas em tampéao
alcalino (300m MNaOH e 1m M EDTA, pH>13) por 20 minutos para o
desenovelamento do DNA, a corrida eletroforética, foi realizada no mesmo tampéao
nas seguintes condi¢des: a 25v e 300mA por 15 minutos. Todas estas etapas foram
realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as laminas foram
neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado com 10 mg/mL de
solucdo de prata (Sigma Brasil, 1239-45-8) para posterior analise em microscopio

com aumento de 400x. (Figura 2).



Figura 2 - Etapas experimentais do Ensaio Cometa, até a leitura em microscépio

optico.
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As laminas séo
neutralizadas com
tampéo

Fonte: Damiani, 2010.

Foi realizada avaliagdo de 100 células por individuo e por tecido (50
células em cada lamina duplicada). Tais células foram avaliadas visualmente, sendo
classificadas em cinco classes, de acordo com o tamanho da cauda, sendo a
classificacdo para auséncia de cauda, até 4 para o comprimento maximo de cauda
(COLLINS et al., 1997). Desta forma, tem-se um indice de Danos (ID) para cada
animal variando de zero (100 X 0 = 0; 100 células observadas completamente sem
danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 células observadas com dano maximo). Calcula-
se a frequéncia de danos (FD em %) em cada amostra com base no niamero de
células com cauda versus o numero de células sem cauda. As diretrizes
internacionais e recomendacfes para o ensaio do cometa consideram que 0 escore
visual de cometas é um método de avaliacdo bem validado. Ele tem uma alta
correlacdo com a andlise de imagem por computador (COLLINS et al., 1997). Foram
utilizados controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de
assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram codificadas

para analise as cegas. (Tabela 2).



Tabela 2 - Classes de Danos obtidas pelo Teste Cometa.

Fonte: Villela et al., 2006.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Danos observados |cabeca (nicleo)/Cauda Classe dos Danos
no DNA (Fragmento do DNA)
' Sem cauda 0
! Z 1 1
i ]
! Sem cabeca 4
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Os dados foram expressos como média = desvio padrdo da média e

analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido

do post-hoc de Tukey.

significativas quando os valores de P foram menores que 0,05 (p < 0,05).

As diferencas entre os grupos foram consideradas
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINA(;AO DA GENOTOXICIDADE DO VENENO DE Tityus serrulatus
Lutz & Mello, 1922

Conforme as andlises feitas neste estudo obtiveram-se resultados a partir da
visualizacdo de danos no DNA por meio de microscopico Optico, para que se fosse

possivel quantificar os dados avaliados (figura 3).

Figura 3 — Visualizacdo dos danos no DNA através do microscopio optico, obtidos
pelo ensaio cometa.

¥ e

Fonte: Da autora, 2016.

A figura 4 representa a frequéncia e indice de danos (FD e ID) no coracao
de camundongos Swiss machos adultos, ocasionados pelo veneno de T. serrulatus,
administrado via intraperitoneal, e eutanasiados por deslocamento cervical em

diferentes horas.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Adolfo_Lutz
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mello
http://pt.wikipedia.org/wiki/1922

Figura 4 - Frequéncia e indice de danos no DNA de células do

camundongos tratados com veneno de T. serrulatus.

Coracéo
s 100- *%k sk

-

80+

60+

Frequéncia de Danos (%

E e e
e

Dados expressos em média + desvio padréo. **Diferenca significativa em

<0,01.

indice de Danos (0-400)

N W W
a o o
T

2004
150+
100+

(4]
(=]
1

Coracéo
*k

T

*k

0
v

e

23

coracao de

[ O hora
1 hora
EA 2 horas
EZ3 6 horas
12 horas

relacdo ao grupo controle, p

Foram observados danos significativos em células do coracdo de

camundongos inoculados com veneno em relacdo ao grupo controle em todas as

horas tanto em FD quanto em ID.

A figura 5 demonstra a avaliacdo de danos em DNA nas células do

pulmdo de camundongos inoculados com veneno de T. serrulatus, mostrando que

houve diferenca significativa em relacdo ao controle em ambos os parametros

avaliados pelo ensaio cometa (FD e ID).

Figura 5 - Frequéncia e indice no DNA de células do pulmdo de camundongos

tratados com veneno de T. serrulatus.
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Dados expressos em média + desvio padrdo. ** Diferenca significativa em relacéo ao grupo controle,
p < 0,01; # Diferenca significativa em relagéo ao grupo 2 horas, p < 0,01

Ressalta-se ainda que em 12 horas de exposi¢cdo apenas na FD, foi

observada diferenca significativa em relagédo as 2 horas de exposi¢ao.
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A figura 6 representa a avaliacdo dos danos no DNA em células renais de
camundongos inoculados com veneno de T. serrulatus, demonstrando diferengas
significativas quando comparados ao controle em todas as horas, tanto em FD
quanto ID.

Figura 6 - Frequéncia e indice no DNA de células do rim de camundongos tratados

com veneno de T. serrulatus.
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Dados expressos em média + desvio padrdo. ** Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle,
p < 0,01; & Diferenca significativa em relagéo ao grupo 1 hora, p < 0,01; # Diferenca significativa em
relacdo ao grupo 2 horas, p < 0,01; ¥ Diferenca significativa em relacdo ao grupo 6 horas, p < 0,01.

No entanto, o ID apresentou maior incidéncia de danos na Uultima hora,
diferindo significativamente quando comparado ao grupo 1 hora, 2 horas e 6 horas.
Demonstrando que quanto maior o tempo que o veneno fica no organismo aumenta

significativamente os danos no tecido renal.

Em relagcdo aos danos causados no DNA nas células sanguineas de
camundongos inoculados com veneno de T. serrulatus demonstrados na figura 7,

observamos aumento significativo quando comparado ao controle.
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Figura 7 - Frequéncia e indice no DNA de células do sangue de camundongos
tratados com veneno de T. serrulatus.
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Dados expressos em média + desvio padrdo. ** Diferenca significativa em rela¢@o ao grupo controle,
p<0,01.

A figura 8 demonstra a avaliacdo de danos ao DNA em células hepaticas
de camundongos inoculados com veneno de T. serrulatus, em FD todos os grupos
diferiram significativamente do grupo controle com (p<0,05 e p<0,01). Neste
parametro ndo foi observada diferenca entre os tempos de acdo do veneno. Ao
analisarmos o ID, todos os grupos foram significativamente diferentes do grupo
controle com p<0,05 ou p<0,01, com excecao do grupo 1 hora que ndo apresentou
diferenca significativa do grupo controle. Todavia quando se analisou a agédo do

veneno entre os diferentes periodos ndo foram encontradas diferencas significativas.

Figura 8 - Frequéncia e indice no DNA de células do figado de camundongos

tratados com veneno de T. serrulatus.
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Dados expressos em média + desvio padrao. *Diferenca significativa ao grupo controle, p<0,05;
**Diferenca significativa ao grupo controle, p<0,01.

Na avaliacdo de danos ao DNA causados no cortex de camundongos
expostos ao veneno de T. serrulatus, na figura 9 observou-se diferenca significativa

em relacao ao controle tanto em FD quanto em ID em todos os tempos analisados.
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Figura 9 - Frequéncia e indice de danos no DNA de células do cortex em

camundongos tratados com veneno de T. serrulatus.
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Dados expressos em média + desvio padrdo. ** Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle,
p <0,01.

A figura 10 demonstra os danos no DNA em hipocampo de camundongos
inoculados com o veneno de T.serrulatus onde se observa uma diferenca
significativa em relacdo ao controle, demonstrando-se efetivamente genotoxico neste
tecido cerebral.

Figura 10 - Frequéncia e indice de danos no DNA de células do hipocampo de

camundongos tratados com veneno de T. serrulatus.

Hipocampo Hipocampo
350-
300+
250+

. 100-
3 Ohora

1 hora

2 horas
6 horas
B 12 horas

804

60 9 200_

1504
1004 ——

40+

204

indice de Danos (0-400)

o
<

Frequéncia de Danos (%

0

0

Dados expressos em média + desvio padrdo. ** Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle,
p <0,01.

Na figura 11 podemos observar os danos causados no DNA de células do
estriado de camundongos inoculados com veneno de T. serrulatus. Em ambos os
parametros do ensaio cometa (FD e ID) os resultados apresentaram danos
significativos em relagdo ao grupo controle em todas as horas, demonstrando alta

genotoxidade do veneno nas células do estriado. Além disso, na FD houve aumento
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significativo de danos no grupo de 6 horas quando comparado ao grupo de 2 horas e
em relacdo ao ID, o grupo de 6 horas apresentou maior quantidade de danos

quando comparado ao grupo de 1, 2 e 12 horas apdés inoculacdo do veneno.

Figura 11 - Frequéncia e indice no DNA de células do estriado de camundongos

tratados com veneno de T. serrulatus.
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Dados expressos em média + desvio padrdo. ** Diferenca significativa em relacéo ao grupo controle,
p < 0,01; & Diferenca significativa em relacéo ao grupo 1 hora, p < 0,01; # Diferenca significativa em
relagdo ao grupo 2 horas, p < 0,01; $ Diferenca significativa em relagcao ao grupo 12 horas, p < 0,01.
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5 DISCUSSAO

Os acidentes por animais peconhentos vém crescendo cada vez mais e
ganhando destaque no Brasil, onde se tem demonstrado valores alarmantes quanto
a incidéncia de casos de envenenamento, principalmente por escorpides da espécie
T. serrulatus (BRASIL, 2016). Isto pode ser devido ao fato, desta ser uma das
espécies de escorpides mais encontradas no Brasil e arredores e ser de grande
importancia médica, uma vez que seu veneno € composto por substancias tais como
sais organicos e inorganicos, enzimas, proteinas de alto peso molecular e
neurotoxinas, que apresentam acao farmacol6gica sobre o envenenamento, além
dos efeitos adversos ocasionados pelo veneno (PUCCA et al., 2015). Ainda de
acordo com Pucca et al. (2015), as toxinas do veneno de T. serrulatus proporcionam
uma alta liberacdo de neurotransmissores com potencial que afetam direta ou
indiretamente, iniUmeros sistemas do corpo, tais como nervoso, imunoldgico,
distarbios cardiacos, edema pulmonar, disfuncbes digestivas além de distarbios
renais, como diminuicdo do fluxo urinario.

Vérios estudos como o citado anteriormente relatam os possiveis efeitos e
consequéncias do envenenamento do escorpido T. serrulatus e também outras
espécies de preocupacdo a saude publica. No entanto, trabalhos que buscam
verificar o grau do dano gerado pelo veneno ao nivel de DNA em diferentes érgaos
sdo escassos, fazendo deste estudo o primeiro trabalho a avaliar efeitos genotoxicos
ocasionados pelo veneno da espécie de escorpido T. serrulatus. Sendo assim, a
aplicacdo da técnica do ensaio cometa para avaliacdo genotoxica, se justifica pela
sua ampla utilizacdo na deteccdo de efeitos genotdxicos de substancias, podendo
ser aplicada para a deteccdo de quebras de fita simples e dupla, sitio alcali-labeis e
ligagbes cruzadas entre DNA-DNA e DNA-proteina (SINGH, 1988; FAIRBAIRN et al.,
1995).

Pelo fato de sua alta toxicidade, o veneno de T. serrulatus, quando
inoculado no homem ou mesmo em camundongos, leva a diversos quadros clinicos.
De forma que o agravamento dos sintomas varia conforme a quantidade inoculada e
o tempo de acdo permanente no individuo, assim como qualquer substancia, as

diferencas estardo na dose administrada (DUARTE, 2007).
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Um estudo realizado em camundongos com a aplicacdo do veneno de T.
serrulatus por Revelo et al., (1996), mostrou que 0s sintomas sdo mais evidentes
nas primeiras 2 horas, apresentando grande dificuldade respiratoria, irritabilidade e
transpiragdo nos animais, e ainda uma maior quantidade de Gbitos com um total de 6
animais nas primeiras 1 e 2 horas apos injecdo. Em relacdo aos termos proteicos o
veneno de T. serrulatus ndo se encontra presente nos 6rgaos apds no maximo 2
horas, deixando apenas as sequelas ocasionadas pela sua sintomatologia e acao
das toxinas. Estes achados corroboram com 0s nossos, uma vez que mesmo 12
horas posteriores a injecdo ainda foram detectados danos no DNA, o que nos leva a
pensar na necessidade de testes em um periodo mais longo de tempo, acerca de
até 72 horas como um periodo necessério para possiveis reparacdes e onde
constataria se tal cinética diminuiria.

O envenenamento por escorpides caracteriza-se como um dos principais
responsaveis pela maior taxa de mortalidade devido a insuficiéncia cardiaca e o
edema pulmonar (DUARTE, 2007). Esses dados assemelham-se aos nossos
resultados, pois nas células de coracdo e pulmdo de camundongos, observamos
altos niveis de FD e ID, demonstrando alta genotoxicidade nessas estruturas.

Em estudo realizado por Cupo (2002), avaliaram-se criancas de 2 a 9
anos de idade com sinais de acidente escorpionico. Nestes pacientes, foram
observadas manifestacdes de disfun¢des cardiacas através de eletrocardiograma,
onde também apresentaram alteracdes na ecocardiografia, indicando lesdo no
miocardio agudo. Além disso, das oito criancas estudadas, cinco delas
desenvolveram edema pulmonar.

Estudos demonstram que o veneno possui capacidade de induzir a
migracdo de células inflamatérias para regides pulmonares, além de causar
hemorragias alveolares e edema, com um avanco rapido de até duas horas (LARA,
2012). Em nosso presente trabalho, as células do pulméo foram danificadas em nivel
de DNA em todos os periodos e com um destaque nas ultimas horas, o que pode ser
justificado pelo fato de o edema ser ocasionado com o0 agravamento das toxinas no
organismo. Estudos ainda ressaltam e evidenciam que uma das vias de eliminacdo
da toxina é a via respiratoria, fazendo do pulm&o um dos maiores alvos dos
distarbios do envenenamento (ISMAIL, 1995).

Quanto as células renais dos animais avaliados neste estudo, mostrou-se

um padrao de alta FD no DNA durante todas as horas avaliadas. J& no parametro de
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ID, observamos um valor elevado na ultima hora de exposi¢cdo, mostrando acao
ainda mais forte do veneno apés 12h de inoculagdo no organismo. Outros estudos
realizados na espécie Tityus discrepans Karsch, 1879, corroboram com o0s
resultados acima descritos, em que rins de ratos envenenados desenvolveram
distenséo tubular e necrose das células, além de congestdo glomerular, trombose e
hemorragia intertubular (RODRIGUEZ, 2013). Os danos observados nesta estrutura
podem ainda ser justificados pelo fato de que a via renal é também uma das
principais vias de excrec¢éo do veneno (ISMAIL, 1995).

Ja nas células sanguineas observamos visualmente baixos danos no DNA
guando comparado as outras estruturas, no entanto, mantendo-se elevados em
relacdo ha 0 hora durante todas as horas de acdo do veneno testadas, assim como
nas estruturas. Pelo fato de ndo haverem outros estudos sobre a genotoxicidade do
veneno do escorpido T. serrulatus se torna dificil fazer comparagfes com 0 nosso
trabalho. No entanto, outros estudos que avaliaram alteracbes em células
sanguineas tiveram resultados mais agravantes sobre as mesmas. Como mostrado
nos estudos realizados por Guimardes (2001), onde foi administrado o veneno de
Tityus fasciolatus Pessa, 1935, em camundongos e através de exames
hematoldgicos foi observado policetemia relativa e leucocitose com linfocitose, além
de um aumento da concentragdo de hemoglobina e do volume globular ap6s um
periodo de oito horas posterior a inoculagdo do veneno. Ainda no mesmo estudo
foram feitas comparacées com a espécie T. serrulatus e ambos se assemelharam
nos resultados. Tarasiuk e Sofer (1999) relatam ainda, que aumentos na
hemoglobina, volume globular e aumento de eritrécitos, podem ser justificados pela
dor causada pela inoculagdo do veneno e o estresse que foi ocasionado.

Ainda através de outros estudos experimentais, € possivel comprovar que
0 veneno de escorpido apresenta uma rapida distribuicdo do sangue para os tecidos
(ISMAIL; ABD-ELSALAM, 1988). Fazendo-nos explicar a FD e ID menor nas células
de sangue, que sao devido a velocidade de distribuicdo, fazendo com que néo
ocorram maiores concentragcdes, como nas demais estruturas.

As células hepéticas apresentadas neste estudo, assim como as outras
estruturas, também apresentaram danos ao DNA, porém com ID menores
principalmente na primeira hora. Esta questdo pode ser justificada pelo motivo do
veneno chegar rapidamente ao figado e sendo metabolizado na mesma velocidade
(REVELO et al.,1996). Ainda conforme Revelo et al. (1996), em niveis proteicos,


https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Pessa&action=edit&redlink=1
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observaram que o veneno quando injetado em camundongos, se manteve no figado
somente entre os primeiros 15 a 30 minutos ap0ds aplicacdo, ndo sendo detectado
apos 1 hora.

De acordo com os dados apresentados nas estruturas cerebrais (cortex,
hipocampo e estriado) em nosso estudo observamos a acdo do veneno como
altamente genotodxica. Corroborando com Rodriguez (2012), onde observaram que
as modificagbes nas concentragcdes cerebrais de neurotransmissores deve-se a
algumas das toxinas do veneno possuirem capacidade de alterar o comportamento e
ainda levar a alteracdes eletrograficas em ratos, além de influenciar em diversas vias
inflamatorias, que levam a convulsées. As citocinas sdo um dos componentes do
veneno, que exercem respostas inflamatérias em diversos processos tanto no
sistema nervoso central como no periférico, e no sistema neural, estando envolvidas
nessas inumeras alteracoes (SCHAFERS; SORKIN, 2008). Ainda no estudo de
Schafers e Sorkin (2008), eles afirmam que essas citocinas envolvidas em vias
inflamatdrias atuam nos canais iGnicos e consequentemente contribuem com
alteracdes na excitabilidade neuronal. Apesar destes estudos, hd na literatura
trabalhos que indicam que as toxinas do veneno de T. serrulatus ndo atravessa a
barreira hematoencefalica (BHE) (OLIVEIRA, 2011). Outros autores ja trazem que a
resposta inflamatoria esté envolvida no mecanismo fisiopatoldgico do escorpionismo,
levando a favorecer manifestagdes sistémicas (ISMAIL, 1995).

Quanto a niveis proteicos a eliminacdo do veneno nos 6rgaos se da apés
2 horas, tal fato pode ser explicado também pela efetiva acdo do sistema de reparo
das células no organismo. Os achados de Purschke et al. (2002), corroboram com
esta ideia, onde por meio de testes de viabilidade, testes mutagénicos e 0 ensaio
cometa in vitro, analisaram células de fibroblastos humanos que foram induzidas a
danos no DNA por peroxido de hidrogénio, onde a reparacao total dos danos por
H.O, se deu apd6s 6 horas. Mostrando assim uma alta capacidade de reparo no
sistema celular dentro de 24 horas.

S&o inumeras as vias de atuacdo do veneno de T. serrulatus e também
séo vastos os trabalhos que descrevem as acdes, efeitos e principalmente quanto as
toxinas presentes neste preocupante veneno e em outros do mesmo género, sabe-
se ainda que boa parte destas toxinas ja foram descritas e continuam sendo
estudadas. O que nos leva a ressaltar que este é o primeiro trabalho em que se

estudou a acéo genotoxica do veneno de T. serrulatus. Os resultados aqui descritos
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reforcam a importadncia de tal modelo de estudo na geragdo de novos
conhecimentos e até mesmo de outros estudos e produtos farmacéuticos, que
possibilitem minimizar ou ainda reverter os efeitos e sintomas pelo veneno da

espécie de escorpido T. serrulatus ocasionados & vitima.
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6 CONCLUSAO

Os dados por fim obtidos neste trabalho, demonstram a efetiva acdo do
veneno j4 nas suas primeiras horas e permanecendo por até 12 horas apls a
inoculagdo em camundongos. Isto nos leva a afirmar que o veneno do escorpiao T.
serrulatus, além de sua vasta sintomatologia por ele desenvolvida, também levou a
danos severos em niveis de DNA tanto em FD quanto em ID, para@metros avaliados
pelo ensaio cometa, em todas as estruturas analisadas (coracdo, pulm&o, rim,
sangue, figado, cortex, hipocampo e estriado).

E de fundamental importancia & realizacdo de outros estudos adicionais,
qgue possibilitem ampliar ainda mais a visdo da forma de acdo do veneno de T.
serrulatus, ou ainda trabalhos que avaliem em um periodo maior de tempo os

efetivos danos ao DNA ocasionados pelo veneno e suas toxinas nele presentes.
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ANEXO - Certificado do CEUA

Y

¥ _CEUA

Universidade dq Extremo Sul Catarinense
Comissao de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Andlise imunologica, genotoxica e da
acao antiveneno conitra o veneno do escorpido Tilyus serrulatus do extrato
alcodlico de Piper miquelianum C.DC., Petiveria alliacea L. e Aristolochia
triangularis Cham. & Schitd.” Protocolo n° 076/2015-1 sob a responsabilidade de
Ricardo Andrez Machado de Avila e equipe: Luiza Macarini Bosa, Rahisa Scussel, Ana
Paula Ribeiro, Valeska Paulo Fernandes, Nathalia Coral Galvani, Angelino Chitoma
Domingos, Mirian Ivens Fagundes, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizacdo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no. |
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto no. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCERA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNESC — Universidade do Extremo Sul Catarinense, em reunido de: 15/06/2015.

Vigéncia do Projeto | 01/07/2015 a 30/12/2017

Espécie/linhagem Mus musculus — Camundongos Swiss

N°. De animais 180

Peso/ldade 18g a 22g/ 28 a 35 dias

Sexo M

Origem Biotério da Universidade do Extremo

Sul Catarinense — UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution
number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has
analyzed the following Project:

Protocol number: 076/2015-1

Principal Investigator: Ricardo Andrez Machado de Avila

Researchers: Luiza Macarini Bosa, Rahisa Scussel, Ana Paula Ribeiro, Valeska Paulo
Fernandes, Nathalia Coral Galvani, Angelino Chitoma Domingos, Mirian Ivens Fagundes
Project title: Immunoassay, genotoxic and antivenom action against scorpion
venom Tityus serrulatus the alcoholic extract of Piper miquelianum C.DC., Petiveria
alliacea L. and Aristolochia triangularis Cham. & Schitd

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration
of the original version of this project must be previously submitted to the Committee for
further analyzes. May you have further questions, please contact us on
www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.
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JAIR SE ZOCCHE

Coordenador da CEUA

Criciima, 16 de junho de 2015.
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