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RESUMO

Escorpionismo é considerado um dos acidentes mais frequentes causados por animais
peconhentos em humanos no mundo. Entretanto, as consequéncias da pegonha
escorpidnica sobre a fisiopatologia renal permanece pouco estudada. Esse trabalho teve
por objetivo estudar os efeitos da pegonha do escorpido Tityus stigmurus sobre o0s
processos de filtracdo e transportes renais em rins isolados de rato. Trés concentragoes
(0,3 pug/mL, 1,0 pg/mL ¢ 3,0 ng/mL) foram testadas com solugdo de Krebs—Henseleit
contendo 6,0g/dL de albumina bovina, cuja adi¢do da peconha ao sistema ocorreu 30’
apos inicio dos experimentos (n=6). Com excecdo do transporte de potassio todos 0s
parametros renais foram afetados pela peconha, embora a intensidade tenha variado com
a concentracdo e o tempo avaliados. Os efeitos mais acentuados foram registrados na
concentracdo de 1,0 pug/mL para pressdo de perfusdo (PPso- = 92,7 + 1,95 mmHg;
1stPPso- = 182,0 + 4,70 mmHg, p<0,05); resisténcia vascular renal ((RVR4y = 3,28 *
0,23 mmHg; 1¢RVR4 =6,76 *+ 0,45 mmHg, p<0,05); fluxo urinario (:FUso- = 0,16 *
0,04 mL/g/min; t¢FUse: = 0,60 + 0,10 mL/g/min, p<0,05) e eliminacdo dos eletrdlitos
analisados. Em contrapartida, maior reducdo no transporte de eletrélitos foi registrada
em 3ug/mL. Conclui-se que a peconha de T. stigmurus ocasiona elevacao da pressao de
perfusdo por aumento da resisténcia vascular, que culmina com natriurese e aumento na
eliminacéo de cloreto e potassio. Os resultados geram conhecimento da acdo da peconha
de T. stigmurus sobre a funcao renal, permitindo melhor avaliacdo quanto a assisténcia

em casos de envenenamento.

Palavras-chave: Envenenamento. Escorpionismo. Insuficiéncia Renal.



ABSTRACT

Scorpionism is considered one of the most frequent accidents caused by venomous
animals in humans around the world. However, the consequences of the scorpion venom
on renal pathophysiology remains poorly studied. This work had as objective to study
the effects of the Tityus stigmurus scorpion venom on the filtration processes and renal
transportations in isolated rat kidneys. Three concentrations (0,3pg/mL, 1,0ug/mL e
3,0ug/mL) have been tested with the Krebs-Henseleit solution containing 6,0g/dL of
bovine albumin, the venom addition of which occurred 30 minutes after the initiation of
the experiments (n=6). But for the transportation of potassium, all of the renal
parameters have been affected by the venom, although the intensity has varied with the
concentration and time evaluated. The most pronounced effects have been registered in
the concentration of 1,0ug/mL for perfusion pressure (cPPs= 92,7+1,95mmHg;
1s¢PPs=  182,0+#4,70 mmHg, p<0,05); renal vascular resistance  (;RVR4p=
3,28+0,23mmHg;  1sRVR4=6,76+0,45 mmHg, p<0,05); urinary flow (.urso=
0,16+0,04mL/g/min; rqurso= 0,60+0,10 mL/g/min, p<0,05) and elimination of the
analised electrolytes. On the other hand, higher reduction in electrolytes transportation
has been registered in 3ug/mL. It follows that the venom of T. stigmurus causes
elevation of the perfusion pressure through the increasing of vascular resistance, which
culminates with natriuresis and increase in the elimination of chloride and potassium.
The results generate knowledge of the T. stigmurus venom action on the renal function,

allowing better evaluation regarding assistance in cases of poisoning.

Key words: Scorpionism; Poisoning; Renal Failure



LISTA DE ABREVIATURAS

% TCI Porcentagem do transporte de ion cloreto
% TK" Porcentagem do transporte de ion potassio
% TNa" Porcentagem do Transporte de ion sédio
ANOVA Andlise de Variancia

Cl- fon Cloreto

DL50 Dose Letal para 50% dos animais

ECA Enzima conversora de angiotensina

ECI Excrecéo de ion cloreto

EK* Excrecao de ion potassio

ENa’ Excrecédo de ion sddio

FU Fluxo Urinario

K* fon potassio

MKHS Solucdo modificada de Krebs-Henseleit
Na* fon Sodio

PGE2 Prostaglandina E2

PP Pressdo de Perfusdo

RFG Ritmo de Filtracdo Glomerular

RVR Resisténcia Vascular Renal

TsV Peconha de Tityus stigmurus
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1. Referencial Tedrico

1.1. Escorpionismo: aspectos gerais

Escorpionismo é o nome dado a acidentes causados por escorpides, cujo quadro
de envenenamento decorre da presenga de toxinas contidas na pegonha inoculada no
individuo. Esse tipo de acidente ocupa o segundo lugar na posicdo dos acidentes por
animais peconhentos em humanos, no mundo, e apresenta significativo nimero de casos
de morbidade (CHIPPAUX; GOYFFON, 2008).

As quase 1.900 espécies de escorpifes conhecidas atualmente, considerando-se
viventes e fosseis (STOCKMAN; YTHIER, 2010), estdo distribuidas em 16 familias,
destacando-se Buthidae e Scorpionidae como as de maior importancia médica no
mundo (REDDY, 2013). A familia Buthidae abrange cerca de 30 espécies, distribuidas
em oito géneros (CHIPPAUX; GOYFFON, 2008), destacam-se na Africa e Oriente
Médio, Androctonus (EHRENBERG, 1828), Buthacus (BIRULA, 1908), Buthus
(LEACH, 1815) e Leiurus (EHRENBERG, 1828), enquanto Parabuthus (POCOCK,
1890), tem registro apenas na Africa (POLIS, 1990; KHATTABI et al., 2011). O
género Mesobuthus (VACHON, 1950), é mais comum na india e Centruroides (MARX,
1890) se distribui desde o sul dos Estados Unidos até o norte da América do Sul (FET,
et al., 2000). Ainda nas Américas registra-se o género Tityus (C.L. KOCH, 1836)
distribuido pelas Américas Central, do Sul e Caribe (PETRICEVICH, 2010).

A incidéncia de escorpionismo € particularmente elevada nos centros urbanos e
estd associada as condicOes favoraveis de alimentacdo e abrigo fornecidas aos
escorpides pelas habitacbes humanas, com acumulo de entulhos, lixo, saneamento
basico precario (ou imprdprio) e alta densidade demografica. A gravidade do acidente
escorpidnico tem um aspecto complexo que pode ser influenciado por diferentes fatores
como, por exemplo, a espécie e o tamanho do escorpido, a quantidade de peconha
inoculada, a massa corporal e idade da vitima, além da sensibilidade da vitima a
peconha e 0 tempo entre a picada e a administracdo do soro (DITTRICH et al., 1995;
LIRA-DA-SILVA et al., 2000; De ROODT et al.,, 2003; CESARETLI; OZKAN,
2010).
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1.2 Principais espécies de importancia médica

A escorpiofauna brasileira é representada por quatro familias, Liochelidae,
Chactidae, Bothriuridae e Buthidae, compreendendo 23 géneros e 131 espécies
(BRAZIL; PORTO et al., 2010). O género Tityus constitui-se como o de maior nimero
de espécies descritas da ordem Scorpiones (FET et al., 2000), englobando as de
importancia para saude publica no pais. Esses escorpifes podem ser encontrados em
toda América do Sul e Caribe (POLIS, 1990).

No Brasil as espécies Tityus serrulatus (Lutz & Melo, 1922), Tityus bahiensis
(PERTY, 1833), Tityus obscurus (GERVAIS, 1843) e Tityus stigmurus (THORELL,
1876) (BRASIL, 2009) possuem pegonhas suficientemente potentes para causar
acidentes escorpionicos fatais, principalmente em criangas e idosos (BORGES, 1996;
LIRA-DA-Silva et al., 2000; BARAO et al., 2008; BORGES et al., 2008). Acidentes
apresentando quadro clinico com sinais e sintomas leves ou moderados tém envolvido
outras espécies como T. costatus (KARSCH 1879), T. brazilae (LOURENCO;
EICKSTEDT, 1984), T. fasciolatus (PESSOA, 1935), T.metuendus (POCOCK, 1897),
T. neglectus (MELLO-LEITAO, 1932), T. mattogrossensis (BORELLI, 1901), T.
trivittatus (KRAEPELIN, 1898) (LOURENCO; CLOUDSLEY-THOMPSON, 1999) e
T. pusillus (POCOCK, 1893) (ALBUQUERQUIE, et al., 2009).

1.2.1. Tityus serrulatus — Mais conhecido como o escorpido amarelo (Figura 1-
A) é responsavel pelo alto indice de Obitos decorrentes de acidentes por escorpides no
Brasil. Possui as pernas e cauda amarelo-clara, e o tronco escuro. Sua ocorréncia é
predominante na regido sudeste do pais, com grande nimero de acidentes em Minas
Gerais e S80 Paulo, mas também é encontrado nos estados do Parana, sul de Goias,
Bahia e Ceara (TORRES, et al., 2002; ALVES, et al., 2007; SOUZA, et al., 2009). Seu
nome se deve a presenca de serrilhas nos 3° e 4° anéis da cauda (Figura 1-A), podendo
medir até 7 cm de comprimento (LOURENCO; CLOUDSLEY-THOMPSON, 1999).

Esta espécie é composta principalmente por fémeas que realizam uma

reproducdo assexuada (Partenogenética), embora machos tenham sido descritos a partir
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de exemplares coletados em Minas Gerais e depositados no MNRJ (Museu Nacional do
Rio de Janeiro e (IBSP), Instituto Butantan S& Paulo (SOUZA et al., 2009). A
condicdo partenogenética favorece sua proliferacdo e dispersdo. Essa espécie também
apresenta uma facil adaptacdo ao ambiente urbano e possui alta competitividade e
dominéncia, caracteristicas que podem desencadear um processo de reducdo e

desaparecimento de outras espécies (SILVA et al., 2005).

1.2.2 Tityus bahiensis (Figura 1-B) — Popularmente chamado de escorpido
marrom é a espécie-tipo do género Tityus (FET, 2000). Possui corpo e cauda de
coloragdo marrom escuro, por vezes avermelhada, e as pernas sdo marrom alaranjadas
com manchas em marrom-escuro (POLIS, 1990; LOURENCO, 2002; MARCUSSI, et
al., 2011). Nao apresenta serrilha na cauda, e o adulto mede cerca de 7 cm. Sua
distribuicdo abrange a regido Sul do Brasil e os estados de Minas Gerais, S&o Paulo,
Goiés, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(TORRES, et al., 2002; BRASIL, 2009). Esta espécie estd adaptada a campos, cerrados

e matas ralas, abrigando-se sob pedras e cupinzeiros.

T. bahiensis € considerado a especie modelo do género Tityus por sua
reproducdo ser sexuada, com a presenca de machos e fémeas que apresentam
caracteristicas morfologicas diferenciais, possibilitando uma rapida identificacéo,
através da visualizacdo da tibia dos pedipalpos, que & maior no macho, bem como ainda
no macho pela abertura entre os dedos fixo e movel onde o lobo basilar é mais
acentuado (OUTEDA-JORGE, et al., 2010; OLIVEIRA, et al., 2011).

1.2.3 Tityus obscurus (Figura 1-C) - € conhecido como escorpido preto da
Amazonia, comum na Regido Norte do pais, principalmente no Pard e Amapa,
recentemente encontrado no Mato Grosso (BRASIL, 2012). Essa espécie também ¢é
conhecida com outras denominacgdes sistematicas como T.cambridgei Pocock 1897, T.
paraensis Kraepelin 1896 (LOURENCO & LEGUIN, 2008; GUERRERO-VARGAS,
2012), T.amazonicus Giltay 1928, T. werneri Mello-Leitdo 1931, T. sampaiocrulsi
Mello-Leitdo 1931 (LOURENCO, 2008). T. piceus Caporiacco 1947 é um sindnimo
janior de T.cambridgei Pocock 1897 (KOVARIK, 1999) (COZIJN, 2009).

Sua coloracdo muda de acordo com seu crescimento, na fase jovem, onde seu

corpo e apéndices apresentam uma coloracdo castanha com manchas escuras, que
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podem ser facilmente confundidos com outras espécies da regido Amazonica. Quando
atinge a idade adulta, apresentam coloracdo negra e podem medir até nove cm de
comprimento (BRASIL, 2009). Esta espécie apresenta forte dimorfismo sexual, 0s
machos adultos possuem pedipalpos mais longos e segmentos metassomais mais
esguios (KEEGAN, 1998). Acidentes fatais em duas criancas no Para foram atribuidos a
T. obscurus (MAESTRI-NETO et al., 2008). No entanto, Pardal et al., (2003) indicaram
que a peconha desse escorpido pode apresentar efeitos distintos. Em Santarém, a
peconha de T. obscurus causou principalmente alteracdes neurolédgicas, enquanto que na
capital, Belém, o envenenamento apresentou apenas sintomas leves como dor, edema e
eritema no local da picada. Devido ao baixo nimero de acidentes os diferentes efeitos

de sua peconha permanece pouco esclarecidos.

1.2.4 Tityus stigmurus — O escorpido Tityus stigmurus (Figura 1-D) é referido
como o principal responsavel pelos acidentes escorpionicos em todo o Nordeste, sendo
os estados da Bahia, Pernambuco, Alagoas e Rio Grande do Norte os mais afetados
(BRASIL, 2009). De acordo com (FREITAS; VASCONCELOQS, 2008), essa espécie
também ocorre na ilha de Fernando de Noronha. O primeiro caso relatado com
experiéncia clinica e terapéutica de acidente escorpiénico causado por T. stigmurus,
ocorreu em 1983, onde foi registrado acidente fatal com uma crianca picada por essa
espécie em Recife, Pernambuco (ELKESEBEL 1983-1984 apud LIRA-DA-SILVA,
2000).
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Figura 1: Principais espécies de escorpies de importancia médica no Brasil.

Fonte: Julio César Lima. 2010.

Fonte: Michael A. C. Cozijn. 2009,

Fonte:Proprio autor.

Nota: A: Tityus serrulatus evidenciando as serrilhas no quarto segmento do metassoma (circulo
vermelho); B: Tityus bahiensis; C: Tityus obscurus; D: Tityus stigmurus com circulo
evidenciando serrilhas.

De habitos semelhantes a T. serrulatus, T. stigmurus apresenta caracteristicas
corporais préprias como uma faixa escura longitudinal na parte dorsal de seu corpo,
seguido de uma mancha triangular no prossoma (LOURENCO; CLOUDSLEY-
THOMPSON, 1999; SOUZA, et al., 2009; PORTO et al., 2010; MARCUSSI et al.,
2011). Possui serrilhas nos 3° e 4° anéis da cauda, porém menos acentuada do que T.
serrulatus (BRASIL, 2009). A maioria dos autores indica a partenogénese como tipo de
reproducdo predominante nessa espécie (LOURENCO; CLOUDSLEY-THOMPSON,
1999; FRANCKE, 2007; ROSS, 2010) embora o registro eventual de machos na
natureza sugira a possibilidade de ocorréncia de reproducdo sexuada (SOUZA et al.,
2009). Ainda que a diferenciagdo entre machos e fémeas seja dificultada pela auséncia

de caracteres dimérficos acentuados, Souza e colaboradores (2009) descreveram alguns
18



caracteres que possibilitam a diferenciacdo sexual em T. stigmurus. Essas diferengas
estariam associadas ao tamanho dos segmentos do metassoma sendo maiores no macho
do que na fémea (fémea: segmentos | = 3,3 mm; Il = 3,3 mm; Il = 3,3 mm; IV = 3,5
mm; V = 3,2 mm; macho: I =4,8 mm; 11 =5,0 mm;lll =5,0 mm; IV=4,7mm;V =4,1
mm ). Outro pardmetro considerado refere-se aos segmentos curtos do pedipalpo
(fémea: fémur = 5,7 mm; tibia = 6,3 mm; quela = 11,7 mm; macho: fémur = 6,3 mm;

tibia = 7,1 mm; quela = 12,2 mm).

1.3. Situacgéo atual do escorpionismo no Brasil

Os primeiros estudos sobre escorpionismo no Brasil datam do inicio do século
XX, por iniciativa do médico Vital Brazil, primeiro diretor do Instituto Butantan (S&o
Paulo) (BRAZIL, 1907 apud BRAZIL et al., 2009). Em 1905, Vital Brazil iniciou os
primeiros testes para producdo de um soro eficaz para o tratamento dos acidentes por
escorpides, visto que ja demonstravam gravidade em suas picadas. Para identificacdo
desses animais, Vital Brazil contou com a colaboracdo do zoodlogo Rodolpho Von
Ihering, que os identificou como pertencentes ao género Tityus (LUCAS, 2003).
Atualmente, dentre os acidentes com animais peconhentos, 0 escorpionismo
destaca-se como o de maior incidéncia no Brasil (BRASIL, 2012). No periodo
compreendido entre os anos 2000 a 2010, os relatos de aspectos epidemioldgicos e
clinicos dos casos de escorpionismo no pais, indicaram um aumento na incidéncia de
acidentes, passando de 7,5 para 26,3 acidentes/100.000 habitantes, com taxa de
letalidade de aproximadamente 0,2% (BRAZIL, 2010; BRASIL, 2012). SituacGes
localizadas tendo como base dados dos boletins emitidos pelo Ministério da Saude, tem
sido descritos por diversos autores: Lira-Da-Silva et al., 2000 (Salvador, Bahia)
Albuquerque et al., 2004 (Campina Grande, Paraiba) Penedo e Schlindwein, 2004,
(Piaui) Alves et al., 2007 (Ceara) e Maestri Neto et al., 2008, (Para).
A faixa etaria com maior nimero de casos de acidentes registrados esta entre
20 e 49 anos (47,6%), e ndo ha uma distincdo significativa entre os sexos afetados. No
entanto, criangas entre 1 e 14 anos sdo mais vulneraveis a peconha, estando estas na

faixa etaria com maior nimero de 6bitos principalmente naqueles que, na vigéncia do
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quadro sistémico, recebem atendimento em seis horas ou mais horas apds a picada
(LIRA-DA-SILVA et al., 2000; SOARES et al., 2002; MARCUSSI et al., 2011).

A facil adaptacdo de varias espécies de escorpibes as condi¢Bes urbanas
(ALVES, et al., 2007) somada a auséncia de seus predadores (LOURENCO, 2008),
colabora para o crescente aumento no numero de acidentes domésticos no Brasil
(ALVES, et al., 2005). Esses acidentes costumam ocorrer com maior frequéncia nos
meses mais quentes e chuvosos, entre outubro e marco, embora a variagdo anual seja
pequena. Apesar da regido Nordeste apresentar o maior indice de acidentes
escorpibnicos, o estado de Minas Gerais € a unidade federativa que registra o maior
namero de casos no pais (BRASIL, 2011).

Entre 2000 e 2010, um aumento significativo na incidéncia média/100.000
habitantes foi notificado nos estados de Alagoas (94,3), Bahia (40,9), Ceara (6,4) e Rio
Grande do Norte (48,8) (BRASIL, 2011). As vitimas sdo picadas com maior frequéncia
nos dedos das méos e 0s pés (23,9% e 21,5%, respectivamente) (PARDAL et al., 2003;
ALVES, et al., 2007). O envenenamento pode ser considerado como leve, moderado ou
grave (LIRA-DA-SILVA et al, 2000; BRASIL, 2009). Estes parametros estdo
relacionados ao aparecimento das manifestacdes locais e sistémicas no individuo. Em
geral, nas manifestacfes consideradas leves, apés a picada, o individuo apresenta dor
local intensa ou irradiada, discretos edema e eritema, sudorese local e piloerecdo. O
tratamento para as manifestacdes leves se da através de medidas que visem o alivio da
dor como aplicacdo de anestésicos locais ou analgesicos sistémicos (BRASIL, 2008;
KHATTABI etal.,, 2011).

A caracterizacdo para 0s casos moderados e graves pode sofrer variacdo de
acordo com a espécie de escorpido envolvida. No Brasil, a sintomatologia dos acidentes
moderados acometidos por T. serrulatus caracterizam-se, além dos sintomas locais
supracitados, por manifestacdes sistémicas que aparecem em poucos minutos ou até trés
horas apds a picada. Em geral, a vitima de T. serrulatus apresenta nauseas, vomitos,
taquicardia, taquipneia, priapismo, salivacdo, agitacdo e hipertensdo arterial (BRASIL,
2009). Para casos de envenenamento por T. stigmurus, entretanto, os sintomas
moderados dos distarbios gerais sdo menos frequentes e, quando presentes, as vitimas
sdo acometidas por cefaleias, vomitos, sudorese, tremor, extremidades frias, agitacao e

tontura (LIRA-DA-SILVA et al., 2000; BRASIL, 2009)
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O aparecimento de vOmitos profusos e frequentes se torna um importante
sintoma para reconhecimento de casos graves causados por T. serrulatus. Estes podem
ser seguidos de sudorese profusa, palidez, confusdo mental, agitacdo psicomotora,
sialorreia, hipertensdo ou hipotensdo, bradicardia, colapso cardiovascular, choque e
edema agudo pulmonar, podendo chegar a 6bito (BRASIL, 2009). Raramente, T.
stigmurus causa acidentes graves, salvo quando a vitima é crianca, neste caso pode levar
a Obito. Em criancas a sintomatologia em decorréncia dos acidentes graves sao similares

aos sintomas presentes nos acidentes provocados por T. serrulatus.

O soro antiescorpiénico ou antiaracnidico é indicado para estas classificagdes,
podendo ser administrado, dependendo da gravidade dos sintomas, duas a seis ampolas
de soro. Nesses casos, 0 paciente deve ser mantido em unidade de terapia intensiva para
monitoramento das fungdes vitais (FUNASA, 2001; BRASIL, 2008).

1.4. Pegonha de escorpifes

Todos o0s escorpifes possuem peconha e a usam prioritariamente na
imobilizacdo das presas e secundariamente como defesa (POLIS, 1990;
PETRICEVICH, 2010; MARCUSSI et al., 2011).

A peconha escorpibnica é produzida por duas glandulas localizadas no altimo
segmento metassomal do animal, o télson, que se termina por meio de um aguilhdo. Na
ponta do aguilhdo encontram-se duas pequenas aberturas que inoculam a pegonha
vitima.

Frequentemente o escorpido é referenciado como um animal venenoso, no
entanto, esse termo refere-se aquele animal que produz toxina, mas ndo possui
estruturas inoculadoras para injetd-las, como por exemplo, as rds.  Animais
peconhentos, no entanto, além de produzirem toxina, possuem estruturas especializadas
para sua inoculacdo, como ocorre nos escorpides. As peconhas de escorpides, em sua
maioria, possuem caracteristicas proteicas e sdo inativadas por via enteral. Consistem
principalmente de peptideos (VASCONSCELOQS, 2006).
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1.4.1 Aspectos quimicos

De aspecto mucoso e leitoso, a peconha dos escorpifes é constituida de muco
insoltvel, mucopolissacarideos, oligopeptideos, nucleotideos, inibidores de proteases,
liberadores de histamina, amino&cidos, enzimas (hialuronidase), lipides. Além das
diversas proteinas béasicas de baixo peso molecular (neurotoxinas), serotonina ou
histamina, fazem parte da composicdo da pegonha, atuando na modulagdo dos canais
ibnicos de membranas bioldgicas (POSSANI et al., 1984; MULLER, 1993; GWEE et
al., 2002; VASCONCELOQOS et al., 2005). Essa composicdo varia ndo apenas entre
géneros e espécies, mas também pode diferir dentro de uma mesma espécie. Ainda por
motivos desconhecidos, regides geograficas também podem estar relacionadas a estas
variagdes (WATT; SIMARD, 1984).

Dentre as espécies mais peconhentas no Brasil, T. stigmurus apresenta a de
maior toxicidade (DL50 = 0,773 mg/Kg), seguido de T. bahiensis (DL50 =
1,062mg/Kg) e T. serrulatus (DL50 = 1,160mg/Kg). A peconha de T. obscurus tem sido
considerada de média toxicidade (DL50= 12,136 mg/kg) (NISHIKAWA et al., 1994).
Becerril e colaboradores (1996) utilizando anti-soros especificos produzidos em cavalos
e coelhos compararam as peconhas de T. stigmurus, T. serrulatus e T. bahiensis e
concluiram que estas possuem alto grau de reatividade cruzada, bem como apresentam
semelhancas em seus componentes toxicos e, organizagdo do processamento e
expressdo de seus genes. No entanto, o anti-soro proveniente da peconha de T.
serrulatus e T. bahiensis parece ndo produzir efeitos sobre o sistema nervoso em
pessoas envenenadas por T. obscurus na regido de Santarem, norte do estado do Para. O
que ndo ocorre na capital, Belém, onde o soro antiescorpiénico se torna eficaz em
relacdo as atividades neutdxicas da peconha (FIORAVANTI, 2010). Estudos sobre
composicdo da peconha e genética desses escorpifes estdo sendo desenvolvidos

atualmente.

O fato de T. stigmurus apresentar a maior dose letal para 50% das vitimas (D Lso)
ndo o coloca como o maior causador de acidentes fatais. Esse evento pode ser
justificado pelo controle da glandula, exercido através dos musculos, influenciando a
quantidade da peconha injetada no momento da picada (MARCUSSI et al., 2011).
Embora com menor toxicidade, a maior quantidade de peconha injetada por T.
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serrulatus, no momento da picada seria o fator determinante de acidentes mais graves
quando comparado a T. stigmurus (LIRA-DA-SILVA et al., 2000; MITRE, 2001).

A maioria dos sinais e sintomas observados no envenenamento por escorpido é
atribuida a presenca de peptideos neurotdxicos na peconha. Esses peptideos apresentam
quantidade variada de aminoacidos em sua composicdo, sendo normalmente de cadeia
curta (BATISTA et al., 2007). De acordo com suas caracteristicas estruturais e efeitos
fisiolégicos, como a afinidade pelos canais idnicos, os peptideos sdo categorizados em
quatro grandes classes:

1- Toxinas que atuam nos canais de sodio - compreendem 60 a 76 residuos de

aminoacidos, estabilizados por quatro pontes dissulfeto e sdo divididos em
dois grupos: alfa-neurotoxinas e beta-neurotoxinas (GORDON et al., 1998;
POSSANI et al.,, 1999; CESTE" LE; CATTERALL, 2000). Estas sdo as
principais responsaveis pelos efeitos toxicos do envenenamento
(RODRIGUEZ DE LA VEJA; POSSANI, 2005).

2- Toxinas com afinidade pelos canais de potéssio - apresentam 29 a 41
residuos de aminoacidos, contendo de trés a quatro pontes dissulfeto
(POSSANI et al., 2000). S&o classificadas em quatro familias, alfa, beta,
gama e k-KTx (CORONA etal., 2002; DHAWAN et al, 2003;
SRINIVASAN et al., 2002; CHAGOT et al., 2005).

3- Toxinas que se ligam aos canais de cloreto - também apresentam peptideos
de cadeia curta, com até quarenta residuos de aminoacidos, e possuem quatro
pontes dissulfeto (BECERRIL et al., 1996).

4- Toxinas que se ligam aos canais de calcio - possuem numero variado de
peptideo, podendo apresentar cadeias longas e curtas. Segundo Oliveira
(2011) ainda ndo h& descricdo das toxinas que agem nos canais de célcio

para o género Tityus.

1.4.2. Modo de acédo, consequéncias fisiologicas e farmacoldgicas

A nivel molecular, os efeitos das toxinas escorpibnicas nos canais idnicos,
particularmente nos de sodio, levam a despolarizacdo das terminacdes nervosas pos-
ganglionares dos sistemas simpatico e parassimpatico (CUPO et al., 1994; BECERRIL

et al., 1997) resultando na liberagdo elevada de neurotransmissores, principalmente
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adrenalina, noradrenalina e acetilcolina, que causam a maioria dos sinais e sintomas
farmacol6gicos decorrentes do envenenamento escorpiénico humano (CUPO et al.,
1994; TEIXEIRA et al., 2001; MARCUSSI et al., 2011). Dentre as alteracOes
fisiologicas destacam-se os distUrbios do ritmo cardiaco, renais, choque, arritmias
respiratérias e insuficiéncia cardiaca (SILVA et al., 2005; VASCONCELOS et al.,
2005; CARDOSO et al., 2009).

Estudos em vertebrados mostraram que a pegonha de escorpido distribui-se
rapidamente do sangue para os tecidos. Apds a injecao venosa (ISMAIL & ELSALAM,
1988; OLIVEIRA, 2011) e intraperitoneal (BERTAZZI et al., 2003) da pegonha em
ratos e/ou camundongos, as concentragdes mais altas das toxinas sdo detectadas nos
rins, seguidos pelo figado, pulmdes, e coracdo. Em relacdo aos efeitos renais
decorrentes da pegonha escorpidnica, poucos relatos sdo encontrados na literatura. Em
perfusdo de rins isolados de ratos, a peconha de T. serrulatus provocou alteracfes na
funcéo renal elevando parametros como pressdo de perfusdo (PP) e resisténcia vascular
renal (RVR), provavelmente por acdo vasoconstrictora direta (ALVES et al. 2005). Em
humanos, alteragdes dos niveis plasmaticos de uréia e creatinina apds acidentes com
essa espécie de escorpido indicam possiveis danos causados pelas toxinas da pegonha
sobre a fisiologia renal. A ligacdo de componentes da peconha ao rim pode
potencialmente provocar insuficiéncia renal aos pacientes picados por escorpido,
dependendo da quantidade de peconha inoculada e da massa corpérea do individuo
(NUNAN et al., 2003; ALVES et al., 2005).

A liberacdo macica de niveis elevados de catecolaminas e acetilcolinas
circulantes faz com que haja um aumento no acumulo de célcio intracelular que, por sua
vez, aumenta a forca cardiaca, a pressdo sanguinea e o consumo de oxigénio cardiaco
(VASCONCELOS et al.,, 2005), podendo desenvolver insuficiéncia ventricular

esquerda aguda, resultando numa insuficiéncia do miocardio (SILVA, et al., 2005).

A diarreia, por vezes intensa, € um dos sintomas menos frequente no
envenenamento, entretanto pode levar a desidratacdo se acompanhada de vomito, o que,
consequentemente, pode desencadear um desequilibrio eletrolitico. Assim como
também o pancreas pode sofrer a¢do toxica da peconha, provocando dor abdominal em

célica, simulando quadro de abdome agudo (CUPO et al.,2009).
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O desenvolvimento dos mecanismos cardiogénicos e ndo cardiogénicos
provocam o aparecimento do edema pulmonar agudo. Este pode se manifestar cerca de
30 minutos a trés horas apds a picada do escorpido. Sintomas associados ao edema
pulmonar podem surgir rapidamente, sendo a presenga de taquipnéia ou tosse intratavel
na admissédo do paciente, um indicador de edema pulmonar em evolugdo (RAZI &
MALEKANRAD, 2008). O edema pulmonar agudo é a principal causa de 6bitos em
acidentes escorpionicos, sendo bastante comum e documentada (MAGALHAES et al.,
2000).

1.5. Fisiologia renal e Mecanismos de nefrotoxicidade induzida por

peconhas animais

Por ser um 06rgdo ricamente vascularizado, os rins sdo vulnerdveis as lesdes
provocadas por toxinas, seja por alteracbes hemodindmicas, que levam a isquemia do
0rgéo, ou por lesdo renal direta (SITPRIJA; STIPRIJA, 2012). Insuficiéncia renal aguda
(IRA) é caracterizada pela subita parada funcional dos rins total ou quase que
totalmente, mas que, em um periodo futuro, os mesmos podem recuperar 0
funcionamento quase normal (GUYTON, 2011). Classificada de acordo com a

localizagdo da leséo, a IRA pode ser dividida em:

a) Insuficiéncia Renal Aguda Pré-Renal: quando a lesdo ocorre em um sistema

anterior aos rins;

b) Insuficiéncia Renal Aguda Intrarrenal: quando a les@o ocorre no proprio rim,

afetando os vasos sanguineos, glomérulos ou tubulos;

c) Insuficiéncia Renal Aguda Po6s-Renal: quando ocorre obstrucdo do sistema

coletor de urina.

Os rins realizam uma grande variedade de fungfes para o organismo, sendo a
maioria delas essencial para a vida (EATON, 2006). Sdo 6rgdos indispensaveis para a
homeostase corporal, exercendo importante papel na excrecdo de subprodutos
metabolicos toxicos através da formacdo de urina, na regulacdo do volume, na
composicdo do liquido extracelular, na manutencdo do equilibrio acido-basico e da
pressdo sanguinea (FUNCHAL, 2011). Desse modo, a insuficiéncia renal, ou seja,

deterioracdo da funcdo dos rins, resulta numa profunda desordem no equilibrio do
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organismo, sendo uma situacdo grave que apresenta mortalidade e morbidade elevadas
(SOUZA, 2006).

Substancias tdxicas presentes na peconha escorpibnica podem causar
insuficiéncia renal associados com disturbios que vao desde glomerulopatias até lesdo
tubular renal. Esses distUrbios sdo caracterizados por alteracdo nos transportes renais e
hidroeletroliticos, com envolvimento de diversos mediadores vasoconstritores,
vasodilatadores e pro-inflamatorios, determinantes da lesdo renal global (DELFINO,
1995; MONTEIRO, 1997). Em condi¢Ges normais, 0 processo de formacgédo de urina
envolve 3 etapas: filtracdo glomerular, reabsorcéao e secrecéo tubular (Figura 2).

Figura 2: Esquema didatico das etapas da formag&o de urina.

Capllar peritubular

Tubulo
/ proximal \
Anteriola Cipsula
elerente deBowman
” Filtragao
‘ Reaborgdo l
Alga Duto
Secrecdo deHenle coletor
. Veia
EE? Excregdo Renal

Fonte: UNESP, 2012.

O sangue penetra no glomérulo renal pela arteriola aferente e sai através da
arteriola eferente. A pressdo do sangue nos glomérulos produz a filtracdo de liquidos
para o interior da capsula de Bowman, de onde flui para tdbulos. O grau de
vasoconstri¢do das arteriolas aferentes dos glomérulos faz variar a pressao arterial renal
e consequentemente o ritmo de filtracdo glomerular. O aumento da pressao arterial renal

gera aumento da resisténcia vascular renal. Em consequéncia, haverd aumento da
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filtracdo glomerular, resultando no aumento do fluxo urinério. A filtragdo ocorre no
corplsculo renal onde agua e solutos do sangue deixam o sistema vascular através da
barreira de filtraco para o interior da capsula de Bowman. Em situagdo normal, esse
liquido é livre de proteinas e de células sanguineas, esses constituintes ndo sao filtrados
devido a seletividade de permeabilidade da barreira de filtragdo. A presenca de
proteinas na urina (proteinuria) ou de heméacias (hematuria) é sinal de disfungdo renal,
que pode ser ocasionado ap6s 0s acidentes com animais peconhentos
(VISWANATHAN, 2011; FUNCHAL, 2011). Acbes nefrotdxicas tém sido relatadas,
por exemplo, seguidos ao envenenamento por escorpides das espécies Hemiscorpius
lepturus (VALAVI; ANSARI, 2008; JALALI et al., 2010) e Androctonus australis
(GMAR-BOURAOUI et al., 2000). Componentes toxicos da peconha podem agir de
forma direta ou indireta sobre as células renais, causando mesangidlise,
glomerulonefrite, vasculite, nefrite e nefrose intersticial, necrose cortical e necrose
tubular, além de hipoxia vascular e infarto renal. Todas estas alteraces contribuem para

o0 desenvolvimento de complicacgdes renais por envenenamento (SITPRIJA, 2006).

Achados hemodindmicos renais em perfusdo da peconha em rim isolado,
sugerem que a acdo principal da peconha é mediada através de canais ibnicos em células
do mlsculo liso vascular, seja por canais de Ca®* L-tipo, Na* ou canais de K*
(SITPRIJA; STIPRIJA, 2012).

Em acidentes escorpidnicos, citocinas pro-inflamatorias e mediadores, incluindo
interleucinas (ILs), fator de necrose tumoral (TNFa), 6xido nitrico (NO), fator de
agregacao plaquetaria (PAF), catecolaminas, prostaglandinas, eicosandides cininas,
leucotrienos, angiotensina (All) e endotelinas (ET), sdo elevados (FUKUHARA et al.,
2004; CRUZ et al.,, 2008; PETRICEVICH, 2010). No leito vascular renal a
vasoconstricdo supera a vasodilatacdo. Entre os agentes vasoconstritores temos ET1,
leucotrienos e tromboxanos A2. Entretanto, All e catecolaminas sdo 0s principais
causadores de vasoconstricdo (CHAIYABUTR; SITPRIJA, 1999).

Hipercalemia, acidose metabolica e hipertensdo tém sido descritos no
escorpionismo (ANDRADE et al., 2004; OSNAYA-ROMERO et al., 2008). Os dados
clinicos sdo importantes para averiguacdo do transporte de eletrolitos através de canais

idnicos. Abertura de canais de Na resulta em despolarizacdo e abertura de canais de
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célcio com influxo de Ca?*. A troca de Na-Ca aumenta a entrada de Ca®" celular. O
Aumento citosélico de Ca®* desencadeia a liberacdo de catecolaminas, que estimulam o
sistema renina-angiotensina-aldosterona, resultando em hipertenséo. Hipercalemia ainda
estimula a secre¢édo de aldosterona (WU e MARX, 2010).

Ao nivel clinico, a lesdo renal aguda (LRA), com insuficiéncia renal, tem sido
observada no envenenamento por toxina animal sem hipotensdo e insultos associados
como rabdomiolise, hemdlise ou coagulacdo intravascular disseminada, a constatagdo
de que sugeriria nefrotoxicidade direta (SITPRIJA, 2008). A isquemia renal, decorrente
do aumento da resisténcia vascular renal, induz lesdo renal como resposta inflamatoria a
toxina e toxicidade direta. Em contrapartida, a IRA é acompanhada muitas vezes pelos
insultos associados, resultando em necrose tubular, a alteracdo patoldgica renal mais

comum de insuficiéncia renal aguda induzida por toxinas animais.

IRA é frequentemente encontrada em envenenamento com grande quantidade
de peconha ou peconha com nefrotoxicidade direta. De fato, qualquer forma grave de
envenenamento pode levar a IRA seja direta ou indiretamente. Sem insultos associados,
IRA ¢é incomum e indicaria nefrotoxicidade direta (SITPRIJA; STIPRIJA, 2012).

Em revisdo publicada por Stiprija (2012) sobre efeitos renais induzidos por
toxinas animais, podemos observar que, em estudos de perfusdo de rim isolado,
peconhas de serpentes do género Bothrops e Crotalus durissus terrificus, foram capazes
de diminuir a resisténcia vascular renal (RVR), ao passo que peconha de Crotalus
durissus cascavella, Polybia paulista e Tityus serrulatus aumentaram a RVR.
Entretanto, todas as peconhas foram capazes de aumentar a taxa de excre¢do do ion

sodio (Figura 3).

28



Figura 3: Estudo de pegonhas em perfusédo de rim isolado de ratos.

Table 1
Isolated renal perfusion study of venoms in rats.

Venom RVR GFR FENa Reference

Vv
T T Barbosa et al., 2002

Serra et al., 1999

Bothrops moajeni
B jararaca

B jararacussu Havt et al., 2001

Crotalus durissus Monteiro et al, 2001
terrificus
Vipera russelli Ratcliffe et al.,, 1989
Crotalus durissus Martins et al., 1998
cascavella
Polybia paulista Vinhote et al., 2011
de Sousa Alves

et al., 2005

> | —
— P> ———> > ——>
——> > ——> > —
——>—>—>—>—>—>

Tityus sermulatus

RVR: renal vascular resistance.

GFR: glomerular filtration rate.

V. urine volume.

FEMa: fractional excretion of sodium.

Nota: RVR: resisténcia vascular renal; GFR: ritmo de filtracdo glomerular; V: volume urinério;
FENa: Taxa de excrecdo de sodio. Fonte: SITPRIJA; STIPRIJA, 2012.

Em humanos tém sido relatado que, em acidentes graves ocasionados por
escorpides, as toxinas se ligam ao rim, induzindo faléncia renal aguda, apresentando
elevacdo sérica de ureia e acido Urico, congestdo peritubular, volume urinario diminuido
e baixa excrecdo de creatinina (NUNAN et al., 2003). Na India, 70% dos casos graves
causados por Hemiscorpius lepturus resultaram em proteinuria, hematuria, hemdlise e
diminuicdo da funcdo renal (PIPELZADEH et al., 2007).

A secrecdo renal envolve o processo de transporte de substancias do citosol das
células epiteliais que formam as paredes do néfron para o limen dos tdbulos. A
reabsorcdo é o processo de retorno de parte do contetdo filtrado para a circulacdo
sanguinea. Por fim, a excrecdo resulta na eliminacdo de substancias do organismo,
tendo como produto final a urina (EATON, 2006; FUNCHAL, 2011).

Muito ainda precisa ser estudado na busca da compreensdo dos mecanismos de
acdo da peconha nos efeitos renais, cardiovasculares e pulmonares que podem levar o
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individuo a morte. Estes efeitos se manifestam frequentemente horas apds o acidente.
Entretanto, poucos sdo os trabalhos relacionados as alteragdes renais, onde a peconha
circulante pode ndo ser detectada em pacientes acidentados, desde que eles ndo sejam
atendidos imediatamente apds o incidente (GUERON & OVSYSHCHER, 1987).

1.5.1 Sistema de Perfusao Renal

A necessidade do conhecimento dos mecanismos de controle da funcéo renal
levou inimeros pesquisadores a desenvolverem a técnica de perfusdo de rim isolado. O
sistema consiste na perfuséo de rim isolado com recirculagdo (FONTELES et al., 1983)
com dois subsistemas, um in situ e outro em circuito fechado, para perfusdo in vitro,
mantidos ambos a mesma temperatura de 37 °C. Este sistema apresenta a vantagem da
manutencdo constante de parametros funcionais renais com utilizacdo de albumina na
solugdo perfusora, em menor volume, mantendo constante as substancias dialisaveis

com oxigenacao (95% 0,/5% CO,) adaptada ao proprio sistema (Figuras 4 e 5).
O sistema é constituido pelos seguintes componentes:

v/ Banho-maria — manutencdo da temperatura constante do pulméo artificial tipo

silastico, entre 36 e 37 °C;

v' Bomba aquecedora com termostato - manutencdo da temperatura constante do
pulmdo artificial tipo silastico, entre 36 e 37 °C;Bomba de perfusdo de Watson —

bombear a solucéo de perfusdo ao longo do sistema;
v’ Catabolhas — evitar a entrada de bolhas nos rins;
v Coletor de urina — frasco para coletar urina;
v' Condensador — reservatério da solucao perfusora;
v" Filtro Millipore 5 um — filtrar a solucéo perfusora;
v Fluxémetro — mensurar o fluxo de perfusdo (mL/hora);
v" Mandmetro de merclrio — mensurar a pressdo de perfusdo (mmHg);
v Pulmdo artificial tipo silastico — promover trocas gasosas (95% 0,/5% COy);

v’ Seringa coletora — seringa coletora de perfusato
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Figura 4: Desenho esquematico do sistema de perfusdo renal.
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Figura 5: Foto do sistema de perfusdo de rim isolado.
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2. JUSTIFICATIVA

No Nordeste, a principal espécie envolvida em acidentes escorpiénicos é o T.
stigmurus, com elevada prevaléncia no municipio de Vitoria de Santo Antdo, onde
ocorreram as coletas de animais no presente trabalho. Neste municipio, foram
registrados 1.602 casos de acidentes entre os anos de 2007 a 2012 (resultados de estudos
prévios do presente grupo — dados ndo publicados), estando em quinto lugar entre os
municipios de maior indice de casos de picadas por escorpido no estado. Devido a
elevada prevaléncia de acidentes escorpionicos no estado de Pernambuco (31. 117 casos
nos anos de 2007 a 2012), faz-se necessaria a investigacdo dos comprometimentos
oriundos destes, cuja IRA (Insuficiéncia Renal Aguda) acreditamos ser uma situacéo de
urgéncia, importante principalmente em criangas, idosos e pacientes portadores de

doencas cronicas.

3. OBJETIVOS
3.1 Geral:

- Estudar os efeitos sobre pardmetros vasculares, de filtracdo e de transportes
renais da peconha total de escorpides da espécie Tityus stigmurus em diferentes

concentragoes;
3.2 Especificos:

- Estudar os efeitos da peconha total de escorpifes da espécie T. stigmurus nas

concentracdes de 0,3 pug/mL, 1 pg/mL e 3 pg/mL sobre os parametros:
e Vasculares: pressdo de perfusdo e resisténcia vascular renal;
e De filtracdo glomerular renal e fluxo urinario;

e De transporte tubular renal: osmolaridade urinaria, transportes total e proximal

dos eletrolitos sodio, potassio e cloreto.
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Abstract

The scorpions of medical interest in Brazil belong to the Tityus genus. Among
them, Tityus stigmurus is the main responsible for scorpion stings in Northeast region.
After stings, the scorpion venom has a fast distribution to the organs, reaching the
kidneys quickly. However, there are few works concerning the renal pathophysiology of
scorpion poisoning. In this work, we evaluated the effects of T. stigmurus venom (TsV)
on renal parameters in isolated rat kidneys. Wistar rats (n=6), weighting 250-300 g, were
perfused with Krebs-Henseleit solution containing 6g/100 mL of bovine serum albumin.
TsV at 0.3 and 1.0 ug/mL was tested and the effects on the perfusion pressure (PP), renal
vascular resistance (RVR), urinary flow (UF), glomerula filtration rate (GFR) and
electrolyte excretion were analyzed. The effects were observed only at the concentration
of 1.0 pug/mL of TsV, which increased PP (controlPPao= 92.7+1.95; 1/PP4o= 182.0+4.70"
mmHg, p<0.05), RVR (conroiRVRao= 3.28 * 0.23 mmHg; t«RVR4= 6.76 + 0.45"
mmHg, "p<0.05), UF (controlUFs0-= 0.16 # 0.04; t5UFs¢-= 0.60 + 0.10” mL/g/min, p<0.05),
GFR and electrolyte excretion, with histological changes that indicate renal tubular
injury. Thus, T. stigmurus induces a transient increasing in PP with tubular injury, both of
which lead to an augmented electrolyte excretion.

Keywords: Tityus stigmurus, venom, kidney, MDCK

Resumo

Os escorpides de interesse médico no Brasil pertencem ao género Tityus. Dentre
eles, Tityus stigmurus € a principal espécie associada a acidentes escorpionicos na regido
Nordeste. A peconha escorpidnica se distribui rapidamente para os oOrgaos, atingindo
rapidamente os rins, entretanto pouco se conhece sobre suas a¢fes na fisiopatologia renal.
Neste estudo avaliou-se o efeito da peconha de Tityus stigmurus (TsV) sobre parametros
renais em rins isolados de ratos. Ratos Wistar (n=6), com pesos entre 250-300g, foram
perfundidos com solucdo de Krebs—Henseleit contendo 6g/100mL de albumina sérica
bovina. Concentracfes de 0,3 e 1,0 ug/mL da peconha de T. stigmurus foram testadas e
os efeitos sobre pressdo de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), fluxo urinario
(FU), ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e execrecdo de eletrolitos foram analisados.
Foram observados efeitos apenas na concentragdo de 1,0 ug/mL, que elevou pressdo de
perfusdo  (conrolPPso= 92,741,95; 1oPP4s= 182,044,700 mmHg, 'p<0,05); RVR
(conrolRVR40= 3,28 = 0,23 mmHg; 1¢RVR4= 6,76 + 0,45 mmHg, p<0,05); FU
(controiFUso= 0,16 #+ 0,04; 1¢FUso-= 0,60 + 0,10 mL/g/min, p<0,05), RFG e excre¢do dos
eletrolitos sddio, potassio e cloreto, com indicativos histologicos de lesdo tubular renal. T.
stigmurus promove aumento transitério da pressdo de perfusdo renal, com lesdo tubular
que eleva excrecdo de eletrolitos.

Palavras-chave: Tityus stigmurus, peconha, rim, MDCK
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Introducéo

Acidentes escorpidnicos séo a segunda causa mais frenquente de envenenamento
por animais peconhentos em humanos no mundo®. No Brasil, é considerado um grave
problema de salde publica devido ao aumento no nimero de vitimas notificadas, que
passou de 12,704 casos em 2000 para 50.126 casos em 20122. Os sintomas clinicos do
envenenamento por escorpides sdo decorrentes da presenca de peptideos neurotdxicos

na peconha®*®, que causam dist(rbios no sistema nervoso, muscular e

cardiovascular®’®,

Os escorpibes do género Tityus sdo responsaveis pela maioria dos
envenenamentos graves no Brasil, principalmente T. serrulatus, T. bahiensis and T.
stigmurus®. Este dltimo é o principal responsavel pelo envenenamento na regido
Nordeste, onde esta espécie é encontrada'®. As peconhas escorpidnicas sdo compostas
de muco, mucopolisacarideos, oligopetideos, nucleotideos, inibidores da protease,
liberadores de histamina, aminoacidos, enzimas (hialuronidase) e lipideos. Varias
proteinas de baixo peso molecular (neurotoxinas) e aminas bioativas (serotonina e
histamina) também estdo presentes na peconha de escorpides, incluindo os do género
Tityus e atuam em canais i6nicos e membranas biolégicas™* *# 34,

Estudos experimentais em ratos mostraram hemorragia e congestdo no tecido
renal, causando insuficiéncia renal aguda®, principalmente em animais jovens, apds
administracdo da peconha de T. serrulatus'®. Além disso, Alves et al., (2005)%
demonstraram que a peconha de T. serrulatus alterou parametros da funcdo renal

refletida no aumento da pressdo de perfusdo (PP) e resisténcia vascular renal (RVR) em

perfusdo de rins isolados de rato.
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No entanto, apesar da nefrotoxicidade caracterizar-se como um dos efeitos mais

18,19

importantes e letais em pegonhas animais poucos estudos tém observado a

fisiopatologia renal causada pelo escorpionismo. Insuficiéncia renal aguda em pessoas
picadas por Hemiscorpius lepturus tem sido reportada no Paquistdo® e 1ra**. No Brasil,
alteracOes dos niveis plasmaticos de ureia e creatinina, também foram registradas apés

acidentes com Tityus serrulatus em humanos, indicando possiveis danos das toxinas da

peconha sobre o rim®™.

Os aspectos clinicos da picada de T. stigmurus podem variar de leve (com edema
e dor local como os principais sintomas clinicos), moderada (com nauseas, vomitos,
sudorese, salivacdo, agitacdo, taquicardia e taquipnéia) a casos graves (com vOmitos
profusos, sudorese e salivagdo, prostracéo, convulsdes, edema pulmonar e choque)®. No
entanto, ha poucas informacdes sobre os efeitos renais desta peconha. Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da peconha de T. stigmurus na funcéo
renal de ratos, por meio de parametros como pressdo de perfusdo (PP), resisténcia
vascular renal (RVR), fluxo urinario (FU), ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e a
excrecdo de eletrolito de sodio, potéassio e cloreto. Também foi avaliado o efeito direto

da peconha em células epiteliais dos tabulos renais em cultura.

48



Materiais e Métodos

A peconha de Tityus stigmurus (TsV) foi obtida a partir de 98 escorpides
coletados na cidade de Vitoria de Santo Antdo (08 © 07 '05" S, 35° 17' 29" W), distante
47,2 quilometros de Recife / PE. Antes da extracdo, os escorpides foram mantidos em
jejum durante uma semana. A extracdo da peconha foi realizada utilizando um estimulo
elétrico de 30 V no télson para liberar a peconha, que foi coletada através de um tubo
capilar. A peconha foi entdo liofilizada e mantida a temperatura de -20 ° C até a sua

utilizagdo.

Ratos Wistar machos (n = 6), pesando entre 250 e 300 g, foram utilizados nos
experimentos de perfusdo de rim isolado. Os animais foram mantidos em jejum 12
horas antes da experimentacdo com livre acesso a agua. Os protocolos experimentais
utilizados neste estudo foram previamente aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pernambuco, sob o n °. 539/13.
Para os experimentos de perfusdo de rim isolado, os ratos foram anestesiados com
pentobarbital sodico (50 mg/kg, ip) e apds cuidadosa dissecagdo do rim direito, a artéria
renal direita foi canulada, através da artéria mesentérica, sem interromper o fluxo de

sangue como descrito por Bowman?.

A solucdo de perfusdo consistiu de uma solucdo de Krebs-Henseleit modificada
(MKHS) com a seguinte composi¢do (em mmol/L): 114,00 NaCl, 4,96 KCI, 1,24 de
KH,PQO,4, 0,5 de MgSO,,7H,0, 2,10 de CaCl, e 24.99 NaHCO;. Albumina de soro
bovino (BSA 6 g%; fracdo V), ureia (0,075 g), inulina (0,075 g) e de glicose (0,15 g)
foram adicionados a solucdo, resultando num volume de solucdo de perfusdo final de
100 mL. O pH foi ajustado para 7,4. Em cada experimento, 100 mL de MKHS foram

recirculados durante 120 min. A pressdo de perfusdo (PP) foi medida na ponta da canula
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de aco inoxidavel na artéria renal. As amostras de urina e perfusato foram recolhidas em
intervalos de 10 min para analise dos niveis de sodio, potéssio e cloreto atraves de
eletrodos ion-seletivos (Rapid Chem 744, Bayer diagnéstico, Reino Unido); inulina, tal
como descrito por Walser et al.,® e modificado por Fonteles et al.,?*; e osmolaridade,
que foi medida num osmometro de presséo a vapor (Wescor 5100C, EUA). A peconha
de T. stigmurus (TsV) (0,3 e 1,0 pg/mL) foi adicionada ao sistema 30 min ap6s o inicio

de cada perfusao.

A pressdo de perfusdo (PP), resisténcia vascular renal (RVR), fluxo urinario
(UF), ritmo de filtracdo glomerular (RFG), a excrecdo de sodio (ENa®), potassio (EK") e
cloreto de (ECI") foram determinadas®. Os resultados foram comparados com o grupo
controlo interno (os primeiros 30 minutos de perfuséo) e o grupo controlo externo (um
grupo perfundido apenas com a solucdo de perfusdo durante 120 min.) Apés cada
experimento, os rins (perfundido e n&o-perfundido) foram fixados em formol
tamponado a 10%, processados e emblocados com parafina e entdo seccionados em
cortes de 5pum. As laminas foram coradas com hemotoxilina e eosina (HE) e

examinadas em um microscopio de luz.

Células epiteliais do tubulo distal de cdes (Madin-Darby Canine Kidney,
MDCK) foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de penicilina (10 000 1U/mL) e estreptomicina (10 mg/mL). Para cada uma
das células experimentais foram removidos e incubados com tripsina-EDTA
(0,25/0,02% v/v) a 37 °C em cerca de 5 min. Apos isto, as células foram contadas huma
camara de Neubauer e suspensas em meio de cultura (1 x 10° células) e 24 horas mais

tarde, utilizado para os experimentos.
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A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT (brometo de 4,5-
dimetilazol-2-il-2,5-difenil tetrazélio) como descrito por Mosmann?®. As células MDCK
foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 10° células e tratadas com
diferentes concentragGes de TsV (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 pg/mL). Apds 24 h
de tratamento, as células foram incubadas com 0,5 mg/mL de MTT durante 4 h. Os
cristais de formazan, que resultaram da reducdo de MTT, foram dissolvidos por adicao
de SDS (10%) a cada pogo seguido por incubacdo durante 17 h. A absorbancia foi lida a
570 nm num leitor de microplacas, e a viabilidade celular foi calculada comparando as
absorbancias resultantes com a absorbancia média dos pogos de controle (sem peconha,

considerada como sendo 100% de viabilidade).

Os dados foram expressos como média + EPM e analisados por ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni utilizando GraphPad Prism® 5.0 com nivel de

significancia p <0,05.
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Resultados

TsV alterou todos os parametros da funcdo renal avaliados somente na
concentracdo de 1,0 pg/mL, aumentando pressdo de perfusdo (Fig. l1a), resisténcia
vascular renal (Fig. 1b) e fluxo urinario (Fig. 1c), apés 10 min de adicdo de TsV ao
sistema. O ritmo de filtragdo glomerular aumentou apds 20 min da adicéo de TsV (Fig.
1d). A excrec¢do de sddio, potassio e cloreto aumentou significativamente com a mesma
concentragdo (1,0 pg/mL), como mostrado na Fig. 2, com valores elevados da excregao
de sddio, potassio e cloreto até o fim dos experimentos. A concentracdo mais baixa de
TsV (0,3 pg/mL) ndo alterou nenhum dos pardmetros avaliados, quando comparado

com o grupo de controlo externo.

A analise histolégica dos rins € mostrada na Tabela 1. Ndo foram observadas
alteracdes nos glomérulos e tubulos em rins controle, perfundidos e ndo perfundidos,
enquanto que em ambos os grupos de TsV, foram observados depdésitos de proteinas
intratubulares e degeneracdo hidrépica nas células dos tabulos contorcidos proximal e

distal.

O efeito de TsV em cultura de células MDCK mostrou uma ligeira diminuicéo
na viabilidade celular nas concentracdes de 6,25 e 12,5 pg/mL, mas os resultados ndo

revelaram significancia estatistica (Fig. 3).
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Discussao

Diversas pegonhas animais sdo capazes de induzir lesdes renais, sobretudo

27,28,29

insuficiéncia renal aguda, como as peconhas extraidas de serpentes , aranhas™,

abelhas®, vespas®, peixes®, anémonas do mar** e escorpides'"*>%,

Peconhas animais sdo mistura complexas, incluindo proteinas, peptideos,
enzimas e outras substancias quimicas®’. Dentre os componentes da peconha
escorpibnica encontram-se enzimas, nucleotideos, lipideos, aminas biogénicas e
peptideos. Neste ultimo grupo, estdo presentes importantes componentes da peconha de
escorpido, que foram classificados em varias familias e subfamilias de acordo com suas

estruturas e efeitos bioldgicos®®.

A elevada vascularizacao, a caracteristica como 0rgéaos excretores e a velocidade
em que as toxinas de escorpides atingem os rins (em cerca de 15 min ap0s a picada) sao
0s principais fatores para a vulnerabilidade destes 6rgéos e para o desenvolvimento de

nefrotoxicidade ap6s picadas de escorpi&o®"*°.

A peconha de T. stigmurus aumentou a RVR e a PP, juntamente com o fluxo
urinario, o que se assemelha a uma diurese pressorica, fenbmeno que podem estar
relacionados a presenca de aminas biogénicas na peconha causando vasoconstriccao

1. Alves et al., (2005)"" demonstraram que a peconha de T. serrulatus

intrarrena
também aumentou PP e RVR, provavelmente devido a acdo vasoativa direta da
peconha, como comprovado por experimentos em leito vascular mesentérico, cujos

resultados sugerem que efeito da pegonha em receptores al-adrenérgicos. Estes
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receptores sdo encontrados em abundancia nos rins, nas arteriolas aferentes e

eferentes™.

No entanto, apesar do retorno rdpido da PP aos valores basais, a elevagdo
persistente dos outros parametros pode ser explicada por (1) leséo direta da membrana
basal dos capilares glomerulares, devido & elevada PP'’ (2) a presenca de peptideos
formadores de poros na peconha, tal como é conhecido para outras espécies de
escorpido*?. Tomados em conjunto, estes fatores podem contribuir para a elevagdo do
RFG e FU, bem como os dep0sitos de proteinas intratubulares nos tubulos contorcidos

proximais e distais, como observado na analise histologica.

A degeneracdo hidrépica em células epiteliais dos tubulos contorcidos proximal
e distal sugere lesdo tubular direta. Sitprija® atribui necrose tubular como a principal
alteracdo patologica devido ao envenenamento por escorpido. Este tipo de lesdo reforca
0 aumento do fluxo urinario e intensifica a diurese, como também contribui para a
diminuicdo da reabsorcao eletrolitica, com elevacdo da excrecdo de sodio, potassio e

cloreto.

O transporte de eletrélitos nos tdbulos renais, especialmente Na* e K, é
normalmente afetado por toxinas animais. Reabsorcio tubular de Na* é inibida pela
maioria das toxinas animais, como mostrado em estudos de perfusdo de rins isolados,
resultando num aumento na excrecdo de Na*. O local exato no tGbulo renal onde ocorre
a inibicdo ainda ndo foi elucidado*. Toxinas escorpiénicas como charibdotoxina de
Leiurus quinquestriatus hebraeus e iberiotoxina de Hottentota tumulus diminuem o
transporte de K* para o limen tubular*®. No entanto, o bloqueio dos canais de potassio

ativados por calcio (Maxi-K) nos ductos coletores, por toxinas escorpiénicas, podem
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causar hipercalemia clinica, através da diminuicdo da secre¢do de K* no tdbulo coletor

cortical*>**,

Além dos efeitos nos canais de K*, toxinas escorpionicas também afetam os
canais de Na* e CI". Também € sabido que toxinas de T. serrulatus promovem abertura

de canais de Ca®" #?

, 0 que poderia contribuir para o aumento da RVR, PP e poderia
intensificar a lesdo tubular devido as consequéncias deletérias da maior concentracdo de

Ca®" citosdlico™®.

Em conclusédo, a peconha de T. stigmurus induz aumento transitério da presséo
de perfusdo, com lesdo glomerular e tubular direta, o que leva a um aumento do fluxo

urinario, com elevacao da excrecéo de sodio, potassio e cloreto.
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Legenda das Figuras

Figura 1 — Efeitos da peconha de Tityus stigmurus (TsV) na pressdo de perfuséo (a),
resisténcia vascular renal (b), fluxo urinario (c), e ritmo de filtragdo glomerular (d). Os
dados estdo expressos como média £ EPM de seis animais diferentes. *p<0,05
comparado com o grupo controlo correspondente para cada intervalo. #p<0,05 em

comparagdo com a concentracgao de 0.3 pg/mL para cada intervalo.

Figura 2 — Efeitos da pegonha de Tityus stigmurus (TsV) na excrecdo de sodio (a),
potassio (b) e cloreto (c). Os dados estdo expressos como media £ EPM de seis animais
diferentes. *p<0,05 comparado com o grupo controlo correspondente para cada
intervalo. #p<0,05 em comparacdo com a concentracdo de 0.3 pg/mL para cada

intervalo.

Figura 3 - Efeitos da peconha de Tityus stigmurus (TsV) sobre a viabilidade celular

MDCK (%). Os dados estdo expressos como média + SEM de trés ensaios diferentes.

Tabela 1. Andlise histologica qualitativa dos rins perfundidos com peconha de T.

stigmurus nas concentragdes de 0,3 e 1,0 ug/mL.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Tabela 1.

Grupo Alteracdes Histologicas Frequencia
Controle (Sem Né&o foram observadas alteragcdes nos glomérulos e -
perfusdo renal) tubulos
Controle (Rim Né&o foram observadas alteracdes nos glomérulos e -
perfundido) tubulos
TsV 0.3 pg/mL Glomérulos normais (6/6)
Depositos de pequenas proteinas no TCP e TCD (4/6)
Degeneracdo hidropica das células epiteliais (1/6)
tubulares de TCP e TCD
Infiltrado Inflamatério (0/6)
TsV 1.0 pg/mL Glomérulos normais (6/6)
Depositos de proteinas no TCP e TCD (6/6)
Degeneracdo hidropica das células epiteliais (3/6)
tubulares de TCP e TCD
Infiltrado Inflamatorio (0/6)

Nota: TsV — Pegonha de Tityus stigmurus; TCP — tdbulo contorcido proximal; TCD — tibulo contorcido

distal.
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