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INTRODUCAO:

No Brasil s&o notificados mais de 150.000
casos de escorpionismo por ano, sendo as regioes
sudeste e nordeste as com maior nimero de casos
(Brasil, 2019). A alta incidéncia em determinadas
regides, aliada ao potencial de induzir um quadro
clinico grave, até fatal, especialmente em criancas,
torna o escorpionismo um problema de saude sério
no Brasil (Cupo, 2015). O género de maior
importancia no cenério brasileiro é o Tityus, sendo
a espécie Tityus serrulatus a principal responsavel
pelos casos de escorpionismo no Sudeste
(Ministério da Saude, 2009), seguido pelo Tityus
bahiensis (Bucaretchi et al., 2014).

As  manifestacbes decorrentes do
envenenamento sistémico por Tityus spp. sao
resultantes da ativacdo dos sistemas adrenérgico
e colinérgico. Em quadros leves observa-se
apenas efeitos locais como dor intensa, eritema e
vermelhid@o (Ishister et al., 2014; Cupo, 2015).
Quadros moderados apresentam taquicardia,
vomito, agitacdo e sudorese. As manifestaces
mais graves incluem todos os sintomas ja citados,
acompanhados de edema pulmonar e
manifestacdes cardiacas (Isbister et al., 2014;
Cupo, 2015). Os efeitos hemodindmicos,
vasculares e pulmonares sdo clinicamente
relevantes devido principalmente a hipertensdo
arterial exacerbada decorrente da liberagcéo
excessiva de catecolaminas e a agdo pulmonar
caracterizada por edema pulmonar marcante,
sendo esta Ultima uma das principais causas de
Obito, especialmente em criangas (Cupo et al.,
2009; Bucaretchi et al., 2014; Cupo, 2015; Pucca
et al., 2015).

Os efeitos locais e sistémicos de
peconhas escorpibnicas sdo mediados por
peptideos e proteinas presentes nestas peconhas
(Gwee et al., 2002). A peconha de escorpifes da
familia Buthidae (que inclui o género Tityus)
apresenta varias proteinas de baixa massa
molecular que agem principalmente nos canais
ibnicos de sdOdio e potassio dependentes de
voltagem, modulando a permeabilidade ibnica e
afetando assim o potencial de acdo e a
excitabilidade e contratilidade de tecidos excitaveis
como neurdnios e diversos tipos de musculo
(Collaco et al., 2019, 2020).

Neste projeto, propomos investigar a agdo
hemodindmica da pe¢onha de T. bahiensis em
ratos anestesiados e averiguar sua atividade in
vitro na reatividade vascular e traqueal em tecido
de ratos. Estes objetivos serdo alcangados através
de trés abordagens: 1) Avaliacdo do perfil de
alteracbes hemodindmicas causadas pela
peconha em ratos anestesiados; 2) Avaliacdo da
atividade da peconha nos vasos sanguineos e
traqueia isolados, com énfase no papel do
endotélio vascular; 3) Avaliacdo dos mecanismos
envolvidos nas respostas observadas utilizando
antagonistas especificos.

METODOLOGIA:

A reatividade vascular a peconha
(fornecida pelo Instituto Butantan) foi avaliada em
aorta descendente toricica e artéria pulmonar.
Apos anestesia dos ratos com isoflurano, realizou-
se uma toracotomia bilateral para obtencdo dos
vasos (aorta e artéria pulmonar). Para ambos os
vasos, foram realizados experimentos com e sem
endotélio (o endotélio foi removido
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mecanicamente). A presenga ou nao de endotélio
foi testada através da pré-contragcdo com
fenilefrina (1 uM) e posterior adi¢gdo de acetilcolina
(1 pM): um relaxamento <20% indicou remogao
adequada do endotélio e relaxamento >70%
indicou a presenca de endotélio; anéis com
relaxamento entre 20% e 70% foram descartados
da analise. Também foi colhida a traqueia para
obtencdo de anéis de traqueia. A eficacia dos
antagonistas frente a agonistas e a peconha foi
avaliada pré-incubando-se os antagonistas com
anéis de aorta com endotélio e de traqueia. Todos
os tecidos foram montados, sob tenséo de 10 mN
(aorta e traqueia) e 5 mN (artéria pulmonar), em
banho de ¢érgdo contendo solugdo fisiologico
(Krebs) gaseificada com 95%0-5%CO:2 a 37 °C.

As alteragbes hemodindmicas foram
avaliadas em ratos anestesiados com isoflurano a
3% para o procedimento cirdrgico, com
manutencgédo de anestesia com 1,5 % de isoflurano.
A peconha foi administrada pela veia femoral nas
doses de 0,1, 0,3, 0,6 e 0,9 mg/kg em volume fixo
de 0,1 ml.

Os resultados foram expressos como
média £ EPM do nimero de experimentos indicado
e foram analisados estatisticamente usando
andlise de variancia (ANOVA) de uma via ou de
duas vias seguida pelo teste de Tukey ou Sidak,
com um valor de p<0,05 indicndo significancia. As
andlises foram feitas com o software Prism v. 5
(GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

1. Atividade da pegonha em vasos sanguineos
e papel do endotélio

Na aorta toracica com endotélio, a
peconha sozinha (até 40 pg/ml) ndo contraiu o
vaso mas, em tecido pré-contraido com fenilefrina
(1 pM), a peconha (0,01-30 pg/ml) causou
relaxamento (maximo de 60,2% com 0,1 pg/ml);
houve reducdo progressiva no relaxamento com
concentra¢cdes maiores, 0 que resultou em uma
‘curva de sino’ na faixa de concentracdes testada
(Fig. 1). A remocdo do endotélio atenuou o
relaxamento visto anteriormente, indicando uma
dependéncia deste fendmeno de mediadores
liberados por células endoteliais. Na auséncia de
endotélio, o maior relaxamento (21-25%) foi
observado com as duas menores concentracdes,
enquanto o relaxamento com as outras
concentracdes variou de 4,3% a 8,5%.

Assim como na aorta, a peconha sozinha
(até 40 pg/ml) ndo contraiu a artéria pulmonar mas,
em tecido pré contraido com fenilefrina (1 uM), ela
causou relaxamento, com o0 maximo de
relaxamento (~44%) ocorrendo na mesma faixa de
concentragdes (0,1-0,3 pg/ml) observada em
aorta. Embora o méximo de relaxamento neste
vaso tenha sido menor do que em aorta esta
diferenca ndo foi significante. Assim como na
aorta, na artéria pulmonar também houve reducéo

no relaxamento nas concentracbes maiores,
porém este efeito ndo foi tdo marcante quanto em
aorta (Fig. 2). A remocao do endotélio atenuou o
relaxamento causado pela peconha,
especialmente em concentragdes 20,1 ug/ml, e.g.,
de ~44% para ~17% com a concentracao de 0,1
pyg/ml (Fig. 2). Em ambos os tipos de vaso, o
relaxamento observado com as duas menores
concentragdes (0,01 e 0,03 pg/ml) foi menos
afetado pela remocdo do endotélio quando
comparado com as concentracfes maiores (em
artéria pulmonar, a remogédo do endotélio ndo
afetou o relaxamento nas duas concentracfes
menores).
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Figura 1 — A¢do da pegconha de T. bahiensis no relaxamento de anéis
de aorta tordcica de ratos, com e sem endotélio. O relaxamento foi
expresso em porcentagem da contragdo causada por fenilefrina (1
uUM). As colunas representam a média + EPM (n=5). *p<0,05
comparado & coluna correspondente com endotélio (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de Sidak
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Figura 2 — A¢do da pegonha de T. bahiensis no relaxamento de anéis
de artéria pulmonar de ratos, com e sem endotélio. O relaxamento foi
expresso em porcentagem da contragdo causada por fenilefrina (1
uM). As colunas representam a média +* EPM (n=5). *p<0,05
comparado a coluna correspondente com endotélio (ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de Sidak)

2. Atividade da peconha em anéis de traqueia

Ao contrario dos vasos sanguineos em
gue ndo causou contracéo, na traqueia a peconha
causou forte contracdo sozinha, que foi
dependente da concentragdo testada, até chegar a
100% com =1 yg/ml (Fig. 3).
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Figura 3 — Contragdo de anéis de traqueia de rato causada pela
peconha de T. bahiensis. Note que a resposta (contragéo) mdxima foi
atingida com concentragées 21 ug/ml. A contragéo foi expressa como
porcentagem da contragdo mdxima obtida com KCl (60 uM). As
colunas representam a média + EPM (n=5). *p<0,05 comparado com
a tensdo basal (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey)

3. Alteragdes hemodinamicas causadas pela
peconha

Em ratos anestesiados, a peconha de T.
bahiensis produziu perfis de respostas diferentes,
dependendo da dose. A dose de 0,1 mg/kg, i.v.,
néo resultou em alteragBes significativas quando
comparada com ratos tratados com salina 0,9%
sozinha (controle). Por outro lado, doses = 0,3
mg/kg, i.v., causaram hipertensdo dentro de 1 min
apos injecdo de peconha e com duracao variavel
(de até 15 min com a dose de 0,3 mg/kg), seguida
de hipotensdo e morte dos ratos entre 10 e 60 min
apés a injecdo de peconha. A duragdo da
hipotenséo foi maior com a dose de 0,3 mg/kg e foi
encurtada com doses maiores na medida em que
a morte ocorria de forma mais precoce. Com doses
=2 0,3 mg/kg houve bradicardia (queda na
frequéncia cardiaca) e bradipneia (queda na
frequéncia respiratéria) progressivas até a morte,
sendo que as alteragBes foram mais marcantes e
mais rapidas com doses maiores (Fig. 4)

Os resultados indicam que a pegonha
relaxa vasos sanguineos (sendo que parte deste
relaxamento depende do endotélio vascular) e
contrai tecido traqueal in vitro, além de causar uma
série de alteracbes hemodindmicas (hipotensao,
hipertenséo, bradicardia, e mudancas
respiratérias) in vivo que variam conforme a dose.
Este perfil de respostas se assemelha aquilo que é
visto clinicamente (Cupo et al., 2009; Bucaretchi et
al., 2014; Cupo, 2015).

4. Avaliacdo dos mecanismos de relaxamento
vascular e traqueal

Na aorta toracica com endotélio, a pré-
incubagdo com atropina (10 pM; antagonista
muscarinico) atenuou o relaxamento a acetilcolina
1 M em de 50%, e o da pegonha (3 pg/ml) em
~75% (de ~60% até 15%) (Fig. 5). A cimetidina (15
MM; antagonista histaminico) inibiu o relaxamento
causado pela pegconha em ~67% (de ~60% para
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Figura 4. Alteragbes hemodindmicas em resposta a injecdo da
peconha de T. bahiensis (0,1-0,9 mg/kg, i.v.). A — presséo arterial
média, B - pressdo de pulso, C - frequéncia cardiaca, e D - frequéncia
respiratoria, em ratos anestesiados. Ratos controle receberam uma
injegdo (100 ul) de 0,9% NaCl. Os pontos representam a média + EPM
(n=4). *p<0,05 comparado com controle (ratos injetados com salina
0,9%) do tempo correspondente (ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Sidak) e #p<0,05 comparado com o basal de cada dose
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey). bpm — batimentos
por minuto; rpom — respiragdes por minuto.

~20%) (Fig. 6). A inibicdo da enzima 6xido nitrico
(NO) sintase, por meio da pré-incubagdo com L-
NAME (100 pM), inibiu marcadamente o
relaxamento causado pela ACh (1 pM) e aboliu
guase totalmente o relaxamento causado pela
peconha (Fig. 7), achado este que indica um papel
importante para o NO liberado pelas células
endoteliais no relaxamento causado pela pegonha.
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Na traqueia ndo houve resposta a
serotonina (1-300 uM) nem histamina (1-300 uM),
sendo assim, néo foram testados os antagonistas
serotoninérgico e histaminico. A pré-incubacéo de
traqueia com atropina 1 uM, aboliu a contragdo
causada pelo carbacol (1 puM, agonista
muscarinico) e pela peconha (0,3 upg/ml)
demonstrando a importancia de receptores
muscarinicos na contracdo da traqueia pela
peconha. A tetrodotoxina 20 nM (TTX, blogqueador
de canais de sddio dependentes de voltagem) e o
verapamil 1 yM (bloqueador de canal de calcio
dependentes de voltagem) aboliram quase
totalmente a atividade contratil da peconha em
traqueia (Fig. 8).

1004

804

60+

—*
FH*

401

Relaxamento (%)

Figura 5 — Envolvimento de receptores muscarinicos no relaxamento
de aorta tordcica pela peconha de T. bahiensis (Tbv). ACh —
acetilcolina (1 uM), atropina (10 uM) e Tbv — peconha de T. bahiensis
(0,3 pg/ml). O relaxamento foi expresso em porcentagem da
contragéo causada por fenilefrina (1 uM). As colunas representam a
média + EPM (n=5). **p<0,05 comparado com ACh sozinha (*) e
peconha sozinha (*) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 6 — Envolvimento de histamina no relaxamento de aorta
tordcica com endotélio pela peconha de T. bahiensis (Tbv). Histamina
(1x10* uM), cimetidina (15 uM) e Tbv — pegonha de T. bahiensis (0,3
1g/ml). O relaxamento foi expresso em porcentagem da contragéo
causada por fenilefrina (1 uM). As colunas representam a média +
EPM (n=5). *"p<0,05 comparado com histamina sozinha (*) e
peconha sozinha (*) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 7 — Envolvimento do 6xido no relaxamento de anéis de aorta
com endotélio causado pela peconha de T. bahiensis (Tbv — 0,3
1g/ml). ACh — acetilcolina (1 uM) e L-NAME (100 uM). O relaxamento
foi expresso em porcentagem da contragdo causada por fenilefrina (1
uUM). As colunas representam a média + EPM (n=5). *#p<0,05
comparado com ACh sozinha (*) e peconha sozinha (*) (ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 8 — Envolvimento de receptores muscarinicos (A), de canais de
sédio dependentes de voltagem (B) e de canais de cdlcio dependentes
de voltagem (C) na contragdo induzida pela peconha de T. bahiensis
(Tbv) e receptores muscarinicos na contragéo de anéis de traqueia de
rato. Os receptores muscarinicos foram bloqueados com atropina 1
UM (Carb — carbacol 1 uM, agonista muscarinico), os canais de sédio
foram bloqueados com tetrodotoxina 20 nM (TTX) e os canais de
cdlcio foram bloqueados com verapamil 1 uM. O relaxamento foi
expresso em porcentagem da contragéo causada por fenilefrina 1 uM.
As colunas representam a média + EPM (n=>5). *#p<0,05 comparado
com ACh sozinha (*) e pegconha sozinha () (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Tukey).

CONCLUSOES:

Os resultados obtidos nesta investigacao
indicam que a peconha de T. bahiensis causa uma
série de alteracdes cardiovasculares (hipotensao,
hipertenséo, bradicardia e bradipneia) em ratos
anestesiados que variam conforme a dose e se
assemelham as alteragbes vistas na clinica
(Freire-Maia e Campos, 1989; Freire-Maia et al.,
1994; Cupo et al., 2009; Bucaretchi et al., 2014;
Cupo, 2015). Os mecanismos destas respostas
ainda  precisam ser investigados, mas
provavelmente envolvem a ativacdo de vias
adrenérgicas e colinérgicas, como ocorre com T.
serrulatus. Os dados também indicam que a
hipertensdo ndo é devido a ativacdo direta da
vasculatura uma vez que a peconha n&o contraiu
aorta tordcica ou artéria pulmonar in vitro. Por
outro lado, parte da hipotenséo parece ser devido
a capacidade da peconha em causar relaxamento
do mauasculo vascular liso por mecanismos
dependentes do endotélio e do NO, com papel
menor para vias colinérgicas e histaminérgicas. Ja
na traqueia, a peconha contraiu fortemente este
tecido por mecanismos muscarinicos envolvendo
a ativacdo de canais de soOdio e de calcio
dependentes de voltagem.

Este conjunto de dados representa uma
contribui¢do relevante a toxinologia de T. bahiensis
e uma contribuicdo importante para 0 nosso
entendimento da acdo cardiovascular desta
pecgonha.
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