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RESUMO

PAZ, Guilherme Gonelli. Soroterapia escorpiénica na gestacdo e seus efeitos na
prole. 2022. 65 p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias — Toxinologia) — Instituto Butantan,
Sao Paulo, 2022.

Tityus serrulatus € o escorpiao mais pegonhento do Brasil. Pouco se sabe dos
efeitos da exposicao materna a peconha e a soroterapia no desenvolvimento fetal.
Investigou-se o efeito de doses moderadas da pegonha (4mg/kg s.c.) no segundo (GD2)
ou décimo (GD10) dia da gestacao em ratas prenhes e seus filhotes, bem como o efeito
do tratamento soroterapico (2 doses de 0,2ml i.p.). As fémeas foram avaliadas quanto a
seu ganho de massa, parametros reprodutivos e dieta. Fémeas de GD2 e GD10 expostas
a peconha apresentaram aumento na ingestdo de agua, indicando alteragdes fisiologicas
destas fémeas, devido a acao direta ou indireta da pegconha em seus organismos. Nos
filhotes foram observados suas massas e respectivos orgaos (placenta, rins, figado,
coracdo e pulmao), numero de filhotes vivos ou mortos e anomalias viscerais e
esqueléticas no dia 21 gestacional. Filhotes de fémeas expostas a pegonha em GD2
apresentaram diminuicao na massa das placentas em relagdo aos grupos que nao foram
expostos, enquanto em GD10 observou-se diminuicdo da massa dos filhotes e de seus
orgaos em relagéo aos grupos que nao foram expostos, indicando que a exposicao a
peconha de T. serrulatus resulta em alteragdes no desenvolvimento de filhotes de ratas
no periodo gestacional. O grupo envenenado e tratado com soro ndo apresentou
mudancas significativas, indicando que o soro de certa forma foi capaz de neutralizar os
efeitos causados pela peconha. Além disso, tanto em GD2 quanto em GD10 o grupo
tratado somente com o soro ndo apresentou quase nenhuma alteracdo, salvo aumento
da massa do coragao de filhotes em GD2. Todos estes dados indicam vantagens do
tratamento soroterapico, podendo anular os efeitos deletérios da exposigdo a pegonha

no periodo pré-natal.

Palavras-chave: Tityus. Soro antiescorpidnico. Fisiopatologia. Perinatal. Gestacao.



ABSTRACT

PAZ, Guilherme Gonelli. Scorpionic serotherapy during gestation and its effects on
the offspring. 2022. 65 p. Master’s thesis (Master’'s degree in Sciences - Toxinology)
Instituto Butantan, Sao Paulo, 2022

Tityus serrulatus is the most venomous scorpion in Brazil. Little is known about the
effects of maternal exposure to venom and serum therapy on fetal development. The
effect of moderate doses of venom (4mg/kg s.c.) on the second (GD2) or tenth (GD10)
day of pregnancy in pregnant rats and their offspring was investigated, as well as the
effect of serum therapy (2 doses of 0.2ml i.p.). The females were evaluated for their weight
gain, reproductive and dietary parameters. GD2 and GD10 females exposed to the venom
showed an increase in water intake, indicating physiological changes in these females,
due to the direct or indirect action of the venom on their bodies. In the pups, their weights
and respective organs (placenta, kidneys, liver, heart and lungs), number of live or dead
pups and visceral and skeletal abnormalities on the 21st gestational day were observed.
Pups of females exposed to the venom in GD2 showed a decrease in the weight of the
placentas in relation to the groups that were not exposed, while in GD10 there was a
decrease in the weight of the pups and their organs in relation to the groups that were not
exposed, indicating that the exposure to T. serrulatus venom results in alterations in the
development of rat pups during the gestational period. The group poisoned and treated
with serum showed no changes, indicating that the serum was somehow able to neutralize
the effects caused by the venom. In addition, the group treated both in GD2 and in GD10
with serum alone showed almost no change, except for an increase in the heart weight of
pups in GD2. All these data show advantages of serum therapy during pregnancy,

nullifying the deleterious effects of exposure to venom during the prenatal period.

Keywords: Tityus. Antiscorpion serum. Patophysiology. Perinatal. Pregnancy.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 - Notificagdes do SINAN de acidentes envolvendo escorpido, aranha e

serpente no periodo de 2007 a 2021 (atualizados até a data de 8 de agosto de 2022).11

Figura 2 - Esquema da posi¢ao dos cortes para analise visceral..............ccccccecnnnnnnnnnn 27
Figura 3 - Corte da placentade GD10..........cccooeiiiii e 30
Figura 4 - Massa de filhotes de GD2 e suas placentas. ..............ccooiiiiiiiiin i, 35
Figura 5 - Massa relativa dos 6rgaos de filhotes de GD2.............ooooviiiiiiiiiiiiiiin. 36
Figura 6 - Massa de filhotes de GD10 e suas placentas ..............ccccccoeieeiiiiii e, 41
Figura 7 - Massa relativa dos 6rgaos de filhotes de GD10............oovvviiiieiiiiiiiiiinn. 42
Figura 8 - Corte do globo ocular de filhote do grupo antiveneno apresentando

malformagéo em comparacgdo a um globo ocular saudavel ...............cccoeeeiiiiiiiiiiiiieenns 44
Figura 9 - Corte do coracéo e pulmao de filhotes do grupo GD10. .........ccoeiiiiiiiiiiinnnnnn. 45
Figura 10 - Corte do figado e bexiga de filhotes do grupo GD10 ........ccccceeeiiiiiiiiinnnnnnn.. 46
Figura 11 - Corte do globo ocular de filhotes do grupo GD10..........cccoovviiiiiiiiiiiii 47
Figura 12 - Corte da tiredide e traquéia de filhotes do grupo GD10 ............ccoevvirrnnnnnnn. 48

Figura 13 - Area relativa da zona labirinto de placentas de GD10 ..........cccovveeveveuennn. 49



SUMARIO

1. INTRODUGAQ .......ccoiierieriereises s s s e ssssssssss s sessssessssesssssssssessssssssssss sesensssnns 11
1Pt R == o o 4 ] o Y 3 1= 1 Lo 1
1.2.  ENVeNnenamento.........ccooiiiiiimimiinnssssiesss s s s s s e 12
200 I =) 0 2= o] [0 |- 13
I B IR 153 1= 0 = T =T Y 1= o 13
I 0 1 0 = T =T T 13
1.2.2. Envenenamento Perinatal.....ciieeiimsieeesssn s 14
R TR~ To T o) (=T - ] - 16
I S - ToT o) (=T =T o T F= I g F= W CT=T=3 - Vo U P 17
2. JUSTIFICATIVA....crrrnrr e e s e s e s s ss s s ss s ssnsssnnnnnr e s s e e s mnennnnnnensssssnsnnnn 19
B © 1 = 3 1 i I 0 20
4. MATERIAIS E METODOS........cciiiticiieessesensssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssenean 21
4.1. Sujeitos EXperimentais.......ccccccveiiiiiiirsssmnmmrrrrr e rss s 21
4.2. Drogas € Reagentes.......ccccccceiiiiiiiieeceiisicsmsssnes s s s s s s s s s mn s s e e s e s nnn s nn s s nan 21
4.3.  METOOS.....cciiiiiiiieeirr i e s 22
4.3.1. Cruzamento de Animais e Diagnostico de Prenhez.......ueeecccceecceiiiiiciiineeennens 22
L N R I = 1 €= 01 (P 23
4.3.3. Avaliacido da Toxicidade Materna......ccrnrsersssssnnnrnsrer s 24
4.3.4. Laparotomia e Avaliacdo do Desempenho Reprodutivo Materno................... 24
4.3.5. Preparacio dos FilNOteS...uumueeurinriiiii s s rr s 25
4.3.5.1. Diafanizagdo e Analise EsquelétiCa........ccoummmmmrrrmrrrmmmminsssssssssssssssseeneennnns 25
4.3.5.2. Fixacao € AnaliS€ VIiSCEral...cccuuiiirrrrssssssmmrrrrrrrerrssssssssssssssssssssssssssssnsssssenes 26
4.3.6. Analise histologica da placenta......ccccereeeeeiieeeeeieinncccrrrcee s e s e e nnnnne 27
4.3.7. Analise Estatistica dos Resultados......ccceeremmmmrrrrrrmmmmmrmnnnssss s ssssssssssssssssmnnenns 31
5. RESULTADOS........emmmmmrrrrrrrsrrssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 32
L0t R €1 ¢ 1Yo 1 32

5.1.1. Performance ReprodutiVa.......cccuuereeerecssirrsmmnssssssesssssssssssssssssssssssssnssssssssennns 32



LT I e (oYL (o Yo\ £ (Y g [ 1= 33

5.1.3. Efeitos Morfoldgicos da Prole......cciiiiiiiieeeeeerreeenncccrssse s s s se s s s ee s e ee s e s e ennssnnnnnes 34
L0 €1 4 V1Yo 1 o P 38
5.2.1. Performance ReproduliVa.......cccceerereemesssessmeemsmsssssessssssssssssssssssssssssnnssssssssennns 38
L e (=T (0T 1V = (=T T 38
5.2.3. Efeitos Morfol0gicos Na Prole......cuuiiiiiiececeeeeereeeesssccssse s s ss s s s s e s e ee s e s s snsnnnnnnes 40
L3 T o 153 (0] (oo 1= To E= TN o1 F= o= o | = T 49
B. DISCUSSAD......cceiirrcirerictireste et sssssssas s ssse s s e be s sse e asssss s sseasssessssaesessansanas 50
7. CONCLUSAOD.......coeieirreicteresret e sesssse s ssssse s sss s s s e sasbe s ssesassessssesnssessansanes 55

REFERENGCIAS. ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssessaseasesasessssssesansssesaseesssesssnssaes sesnessensnenans 56



11

1. INTRODUCAO

1.1  Escorpionismo

O envenenamento escorpidnico, também chamado de escorpionismo, representa
um problema de saude publica principalmente em regides de climas tropicais e
subtropicais, favoraveis para a proliferacao de escorpides, como no Ira, Iraque, Arabia
Saudita, Africa, México e Brasil, estimando cerca de 1,5 milhdes de casos anuais
(CHIPPAUX e GOYFON, 2008; CHIPPAUX, 2012; ISBISTER e BAWASKAR, 2014;
CUPO, 2015; SANTOS et al., 2016 WARD et al., 2018; ZUHAIR et al., 2020; MONTEIRO
et al, 2019). Representa 52% (1.404.265) dos casos relacionados a animais
peconhentos notificados pelo SINAN no periodo de 2007 — 2021 (figura 1), resultando em
1.435 obitos neste mesmo periodo.

Figura 1 - Notificagdes do SINAN de acidentes envolvendo escorpido, aranha e serpente
no periodo de 2007 a 2021 (atualizados até a data de 8 de agosto de 2022).

» Escorpido = Aranha ® Serpente
200.000
150.000
100.000
50.000
0
A & & O N DA D2 > 0 o0 A D O D N
S &5 S 8 8 e 8 8 8 0 B e B &9
1% 12 v v 1% v 1% v v 1% 12 v v v

Fonte: Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), 2022
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A principal familia de escorpides de interesse médico é a Buthidae, com destaque
ao género Tityus, apresentando mais de 200 espécies, seguido pelo género Ananteris,
apresentando mais de 80 espécies (CHIPPAUX e GOYFON, 2008; OCHOA e
PANTEPUI, 2019). No Brasil, quatro escorpides do género Tityus se destacam, sendo
eles o Tityus serrulatus (escorpidao-amarelo), Tityus stigmurus (escorpido-do-nordeste),
Tityus bahiensis (escorpiao-preto) e Tityus obscurus (escorpiao-preto-da-Amazonia)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001; RECKZIEGEL e PINTO, 2014; GOMES et al., 2020).

1.2 Envenenamento

Apesar de variar conforme espécie e regides, a pegonha escorpidnica, de modo
geral, € composta por diversas substancias como fosfolipases, mucopolissacarideos e
hialuronidases, além de proteinas de baixa massa molecular denominadas neurotoxinas,
que atuam em sitios especificos de canais idnicos dependentes de voltagem presentes
nos neurdnios, provocando liberagdo exacerbada de neurotransmissores como
catecolaminas e acetilcolina, responsaveis por ocasionar hiperexcitagdo dos sistemas
adrenérgicos e colinérgicos do individuo envenenado (CHIPPAUX e GOYFON, 2008;
CHIPPAUX, 2012; CUPO, 2015; EVANS et al., 2019; GANGUR et al., 2017; ISBISTER e
BAWASKAR, 2014; PUCCA et al., 2015; QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013;
SHAMOON et al., 2021).

A sintomatologia do envenenamento escorpidnico esta relacionada com a
gravidade do envenenamento (leve, moderada ou grave), e € diretamente ligada a fatores
como espeécie e tamanho do escorpido, quantidade de peconha inoculada, numero de
picadas, sensibilidade a peconha e tempo decorrido entre o acidente e o atendimento
médico (MINISTERIO DA SAUDE, 2001; CHIPPAUX, 2012; FRASSONE et al., 2019). A
gravidade dependera principalmente da intensidade e caracteristica do sintoma, indo de
manifestacdes locais como edema e dores intensas na regido da picada a manifestagdes
sisttmicas como sudorese, nauseas e vOmitos, hipertensdo arterial, taquicardia e

taquipneia, podendo evoluir a choque cardiocirculatorio e edema pulmonar nos casos
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mais graves (COLOGNA et al., 2009; CHIPPAUX, 2012; ISBISTER e BAWASKAR, 2014;
CUPPO, 2015; PUCCA et al., 2015; FRASSONE et al., 2019).

1.2.1 Fisiopatologia

1.2.1.1 Sistema nervoso

Neurotransmissores como catecolaminas e acetilcolina sdo responsaveis pela
maior parte da fisiopatologia do envenenamento escorpidnico, que afeta o sistema
nervoso adrenérgico e colinérgico. A hiperexcitacao do sistema nervoso adrenérgico
ocasiona diversas complicagdes cardiocirculatorias como hipertensdo, taquicardia e
taquipneia, resultantes principalmente da vasoconstricdo periféerica e da acao das
catecolaminas no musculo cardiaco, provocando estresse cardiaco que pode evoluir a
edema pulmonar com o extravasamento de liquido dos capilares pulmonares na cavidade
pulmonar, e, em casos extremos, parada cardiaca e morte (BAHLOUL et al., 2012;
BAHLOUL et al, 2013; CHIPPAUX, 2012; COLOGNA et al, 2009; CUPO, 2015;
GUERON, STERN e COHEN, 1967; ISBISTER e BAWASKAR, 2014; SOUHEIL et al,,
2015; TEIXEIRA e TEIXEIRA, 2003). Em contrapartida, a hiperexcitacdo do sistema
nervoso colinérgico provoca aumento de secregdes e motilidade do musculo liso,
resultando em diarreia, sudorese, sialorreia, vomito e incontinéncia urinaria (ADEYINKA
e KONDAMUDI, 2021; CHIPPAUX, 2012; JONES, 2021).

1.2.1.2 Inflamacgao

Além da acao do sistema nervoso, a liberacdo de mediadores inflamatorios
também se faz importante na fisiopatologia do envenenamento escorpidnico, impactando

diretamente na dor e nas complicagbes cardiopulmonares presentes neste acidente
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(COLOGNA et al., 2009; CHIPPAUX, 2012; PUCCA et al.,, 2015; REIS et al., 2019).
Segundo Fukuhara et al, (2003), o envenenamento escorpidnico desencadeia uma
“tempestade de citocinas” pré inflamatérias como IL-1 beta, TNF alfa e IL-6, que podem
estimular a liberacdo de fatores de ativacao de plaquetas, leucotrienos ou quimiocinas,
que estimularao os leucocitos a produzir danos teciduais e edemas em processos multi
fatoriais, danos estes que estdo presentes nos tecidos cardiacos e pulmonares em

envenenamentos mais graves, contribuindo para a faléncia destes orgaos.

1.2.2 Envenenamento perinatal

Estudos demonstraram que o envenenamento escorpidnico experimental em ratas
prenhes pode afetar o desenvolvimento do feto (BARAO, NENCIONI e DORCE, 2008;
CRUTTENDEN et al., 2008; DORCE et al., 2014). A pegonha consegue induzir respostas
neuroldgicas e imunologicas que desencadeiam hipo ou hipertensao arterial e
hiperglicemia, fatores de risco no periodo gestacional por provocar malformacoes
embrionarias e fetais, levando a morte do feto em casos extremos (BEN NASR et al,,
2009; revisado por DORCE et al., 2017). Alem disso, pode provocar contragdes uterinas
devido a acao direta ou indireta das toxinas no musculo pélvico, causando em alguns
casos abortos esponténeos (ATES et al., 2018). A alteracdo na producao de diversas
citocinas no envenenamento também € fator de risco na gestagao, uma vez que varias
citocinas estdo envolvidas na implantagdo do blastocisto, formacao embrionaria e
desenvolvimento do sistema nervoso central (CHIPPAUX, 2012; COLOGNA et al., 2009;
MOUSA e BAKHIET, 2013; PETRICEVICH, 2010; PUCCA et al., 2015; REIS et al., 2019).

Alteracdes morfologicas em filhotes de ratos foram observadas apos
administracdo da pegonha escorpidnica em ratas prenhes, como o aumento da massa
do feto, pulmao, figado e coragao em relagdo ao grupo controle, além de mudangas no
processo de abertura dos ouvidos, surgimento dos dentes incisivos e abertura vaginal no

periodo pos-natal, cuja possivel causa segundo autores esta relacionada com alteragdes
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nos fatores de crescimento, importantes no reparo, diferenciacdo e desenvolvimento
celular (DORCE et al., 2009; DORCE, DORCE e NENCIONI, 2010; DORCE, DORCE e
NENCIONI, 2014). Ocorreram também mudancas reflexolégicas como diminuicdo da
atividade motora e reflexos posturais dos filhotes que, segundo autores, podem ser
explicadas pelas alteracbes de producdo dos neurotransmissores, importantes nas
respostas neuromotoras (DORCE, DORCE e NENCIONI, 2010, DORCE et al., 2017).

Alteracdes dos parametros reflexoldgicos e fisicos também foram observados
experimentalmente no envenenamento escorpidnico pos-natal, no periodo de lactacao,
demonstrando que a pegonha escorpidnica afeta o desenvolvimento dos filhotes mesmo
quando o envenenamento ocorrer apds o nascimento. Isto pode assim indicar que
diversas vias importantes no desenvolvimento perinatal sdo alteradas pelas toxinas
escorpidnicas, como, por exemplo, a composicao do leite materno, tanto pela presenca
da pegonha no leite, como de outras substancias resultantes do envenenamento, que
serao absorvidas pelos filhotes na amamentacao (MARTINS et al.; 2016). Além disso, o
envenenamento por T. serrulatus em fémeas lactantes resultou na diminuicdo dos
cuidados maternos e diminuicao do limiar convulsivo dos filhotes (BARBOSA et al. 2021).
Conforme os autores, isto pode ter ocorrido diretamente com citocinas liberadas no
envenenamento ou componentes da propria pegonha sendo passadas do leite para o
filhote, alterando o desenvolvimento neuronal dos filhotes, ou indiretamente por meio do
estresse causado nos filhotes devido a falta de cuidados maternos resultantes do

envenenamento de suas maes.
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1.3  Soroterapia

A soroterapia € indicada em casos moderados e graves de envenenamento por
escorpiao (CUPO, 2015). O soro € obtido a partir de animais imunizados com doses da
peconha que fara parte do conjunto de anticorpos do soro em questao, separando os
anticorpos produzidos pela imunizagado de outros componentes do plasma, seguido por
digestdo enzimatica, o anticorpo e purificagao do produto final, resultando assim em um
fragmento purificado de anticorpos (CHIPPAUX, 2012; MEBS, 2002).

Atualmente existem 19 tipos de soro antiescorpionico destinados a seres
humanos, todos de origem equina (LAUSTSEN et al, 2016). Devido sua origem
heteréloga, podem causar reagbes adversas variadas, principalmente reacdes de
hipersensibilidade como, por exemplo, a doenca do soro, caracterizada por reagao do
complexo imune do tipo Il causando urticaria, erupgao cutanea, artralgia, mialgia ou febre
5 a 15 dias apods o tratamento (BOYER et al., 2013; KO e CHUNG, 2013). Caso haja
algum tipo de reacao, € recomendada a administragdo de medicamentos como epinefrina,
anti-histaminicos ou corticosteroides para reverter os sintomas de hipersensibilidade
(SILVA et al., 2016). Com intuito de diminuir estes efeitos de hipersensibilidade, a
utilizagao de anticorpos monoclonais no processo de produ¢ao dos mesmos esta sendo
estudada experimentalmente, visando uma maior especificidade para os antigenos das
peconhas (LAUSTSEN et al., 2016).

Apesar de a soroterapia ser o método mais utilizado nos envenenamentos, seu
uso demonstra-se mais eficaz quando atrelado a tratamentos coadjuvantes visando
principalmente efeitos cardiovasculares, visto que o soro antiescorpidnico possui baixa
eficiéncia em neutralizar estes sintomas devido a presencga de substancias na pegonha
que atuam diretamente no sistema cardiovascular e que nao sdo neutralizadas pelos
anticorpos presentes no soro (BAWASKAR, 2007; AL-ASMARI et al., 2008; ABROUG et
al., 2003, TARASIUK, 1998). Sua eficiéncia sem o auxilio de tratamentos coadjuvantes &
questionavel, devido a presenca de diversas espécies de escorpiao presentes no mundo

que podem causar acidentes graves, sendo necessario a administracdo de soro
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especifico para algumas espécies, necessitando a utilizagdo de medicamentos que
atuem na regulagao dos processos biolodgicos alterados no envenenamento. A prazosina,
por exemplo, atua diretamente no sistema cardiovascular, podendo ser utilizada em
qualquer envenenamento escorpidnico, ndo dependendo da espécie que o causou
(BAWASKAR, 2011). Além disso, estudos demonstram que o tratamento soroterapico no
envenenamento por escorpides de paises da Europa e Asia é ineficaz em acelerar o
processo de recuperacao dos pacientes, diferente do envenenamento por escorpides
presentes em paises da América, cujo tratamento demonstra-se eficaz neste processo
(ABROUG et al., 2011).

1.4  Soroterapia na gestagcdo

Estudos sobre os efeitos da soroterapia na gestacao sdo escassos, em sua
maioria antigos e sem indicacao exata se a utilizagao do soro é fator de risco na gravidez.
Sua utilizacao em gestantes necessita considerar o potencial de reagdes alérgicas do
tipo 1 (anafilaxia) ou do tipo 3 (doenga do soro), uma vez que estes efeitos podem ser
fatais para o feto (RAMIREZ-CRUZ, RAYBURN e SEIFERT; 2022).

Revisdes de casos realizados acerca deste tema indicam haver maior perda fetal
em mulheres gravidas envenenadas tratadas com soro em relagdo a mulheres
envenenadas que nao foram submetidas a soroterapia. Dunnihoo et al. (1992) indica
perda fetal em 43% dos casos estudados em relagcdo a mulheres envenenadas por
serpentes e nao foram tratadas por soroterapia, contra 58% dos casos estudados em
relacdo a mulheres envenenadas e receberam o tratamento. Langley et al. (2010)
apresenta dados parecidos, demonstrando em estudo com 213 gestantes envenenadas
por serpentes que 30,2% das pacientes que receberam o soro tiveram morte fetal, contra
11,3% mortes fetais das pacientes que nao receberam o soro. Por fim, Boyer et al. (2013)
demonstra em revisao de caso que uma de duas mulheres envenenadas por escorpides
do género Centruroides submetidas a tratamento escorpidnico apresentou aborto

espontaneo.
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Apesar de possiveis efeitos negativos da soroterapia na gestacao, Demirel et al.
(2021) demonstrou efeitos benéficos em tecido cerebral de ratas fémeas e de seus
filhotes apds o envenenamento pelo escorpiao Androctonus crassicauda seguido pelo
tratamento soroterapico. Segundo autores, o tratamento soroterapico ocasionou efeito

neuroprotetor tanto nos filhotes quanto nas fémeas prenhes.
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2. JUSTIFICATIVA

Poucos estudos em relagdo ao desenvolvimento perinatal apds a utilizagéo de
soro antiescorpionico foram conduzidos, estudos estes que seriam de extrema
importancia para a saude publica, a fim de elucidar se ha riscos ou nao para o feto
durante seu periodo de gestacao, bem como em seus primeiros dias de vida e, se

caso houver, quais sao eles e o que podemos fazer para evita-los.

Em vista disso, o presente estudo tem como finalidade verificar se o soro inibe
efeitos causados pelas toxinas presentes na pegonha do escorpido T. serrulatus nos
filhotes de fémeas prenhes expostas a peconha, evitando o aparecimento das
alteracoes fisicas que ocorrem em sua prole, bem como se o proprio soro causa algum

efeito deletério nos filhotes.
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3. OBJETIVOS

Este projeto visa avaliar mudancas no desenvolvimento pré-natal de ratos ao
aplicar soro antiescorpidénico em ratas prenhes expostas a pegonha do escorpiao T.
serrulatus, analisando possiveis alteracdes fisicas e histolégicas em sua prole, como

alteracdo de massa, mortes fetais, deformidades ou alteragao estrutural macroscopica.

Procura também analisar se os efeitos causados no desenvolvimento pré-natal
pela pegconha do T. serrulatus sao de alguma forma revertidos ou diminuidos apds o
tratamento soroterapico. Tendo em vista que pesquisas em relacdo a este tema sao
escassas, 0 projeto aqui apresentado mostra-se de extrema importancia e interesse

para a saude publica.



21

4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Sujeitos experimentais

Foram utilizados Rattus novergicus de raga Wistar (machos: 300 a 350 g e fémeas:
250 a 300 gramas) fornecidos pelo Biotério do Instituto Butantan, mediante protocolo
CEUAIB 2366291119, para cruzamentos e obtengdo dos fetos utilizados nos
experimentos. Os animais foram acondicionados a 22 + 2 °C, com ciclo de luz claro e
escuro de 12 horas, no Biotério do Laboratorio de Farmacologia do Instituto Butantan.
Agua potavel e ragdo foram fornecidas “ad libitum” em quantidade especifica (300g de
racao e 700ml de agua potavel, sendo trocadas apos cada pesagem dos mesmos)

durante todo o processo experimental.

4.2 Drogas e reagentes

* Veneno bruto liofilizado do escorpido T. serrulatus, obtido pelo Laboratério de
Artropodes do Instituto Butantan e fornecido pelo Nucleo Estratégico de Venenos e

Antivenenos;
* Solucao Salina 0,9%;

» Soro Antiescorpidnico para veneno de T. serrulatus — Instituto Butantan fornecido pelo

Nucleo Estratégico de Venenos e Antivenenos;
» Acetona P.A. — Synth;

« Liquido de Bouin (Acido Picrico puro P.A. — Dinamica; Formaldeido P.A. 37% —
Synth; Acido Acético Glacial P.A. — Synth);
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* Solugéo de Hidroxido de Potassio (0,8%) — Sigma — Aldrich;

* Alizarina (Solugao saturada) — Synth;

« Solugao Alcool Etilico 80% (Alcool Etilico P.A. — Synth; Agua Destilada);
» Solugao Alcool Etilico 90% (Alcool Etilico P.A. — Synth; Agua Destilada);

» Solugao Clareadora (2:2:1) (Alcool Etilico P.A. — Synth; Glicerina P.A. — Synth: Alcool
Benzilico P.A. — Synth);

» Solugao Formaldeido a 10% (Formaldeido P.A. 37% — Synth, Agua Destilada.
* Hematoxilina — Merck

» Eosina — Merck

*Parafina — Synth

+Xilol Synth

*Entellan — Merck

«Diferenciador de hematoxilina (1% Acido cloridrico P.A. — Synth, 99% Alcool Etilico —
Synth 70%)

4.3 Métodos

4.3.1 Cruzamento de animais e diagnéstico de prenhez

As ratas foram agrupadas em gaiolas de polietileno (40 x 50 x 20 cm) com tampa
metalica contendo duas fémeas cada. Um macho foi colocado na gaiola das fémeas no
final do dia e retirado pela manha do dia seguinte. Foi realizado lavado vaginal consistindo

na injecao de 60 microlitros de solugao salina, com a ajuda de uma pipeta, préximo ao
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canal vaginal da rata, retirando o material com esta mesma pipeta. O liquido foi colocado
em lamina de vidro e observado ao microscopio optico onde foi verificada a presenca de
espermatozoides e de células relacionadas a fase estral do ciclo da fémea (caracterizada
como fase estrogénica maxima) para confirmagao do diagnodstico de prenhez (dia zero
de gestacao). Apds a confirmacdo, as fémeas foram separadas individualmente para
controle de racao e agua. As fémeas nao prenhes foram reutilizadas no processo de

cruzamento.

4.3.2 Tratamento

A avaliacdo do desempenho reprodutivo materno e morfologia de sua prole foi
realizada em 4 grupos com 8 fémeas prenhes cada, tratadas no 2.° dia gestacional (GD
2), e 4 grupos com 9 fémeas prenhes cada, tratadas no 10.° dia gestacional (GD 10)

divididos da seguinte forma:

a) Grupo controle: Recebeu injegdo subcutanea de solugéo salina 0,9% e duas injegcdes
intraperitoneal de solugdo salina 0,9% (15 minutos entre doses) 60 minutos apos a

aplicagéo subcutanea;

b) Grupo veneno: Recebeu injegdo subcutanea de veneno (4,0 mg/kg) e duas injecoes
intraperitoneal de solugao salina 0,9% (15 minutos entre doses) 60 minutos apods

aplicagéo subcutanea;

c) Grupo antiveneno: Recebeu injecao subcutédnea de solugao salina 0,9% e duas
injecdes intraperitoneal de soro antiescorpionico (0,2ml cada, 15 minutos entre doses) 60

minutos apos aplicagao subcutanea;
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d) Grupo veneno + antiveneno: recebeu injegdo subcutanea de veneno (4,0 mg/kg) e
duas injecoes intraperitoneal de soro antiescorpionico (0,2ml cada, 15 minutos entre

doses) 60 minutos apos aplicagéo subcutanea.

O GD2 foi escolhido por corresponder ao inicio do periodo de implantagao do
blastocisto no utero, durante o qual qualquer substdncia nociva pode levar a
embrioletalidade. O GD10 foi escolhido por corresponder ao meio do periodo de
organogénese, que consiste em uma série de processos definidos sequencialmente e na

formagao dos orgaos propriamente dita.

4.3.3 Avaliacao da toxicidade materna

A analise da toxicidade materna foi realizada por meio do acompanhamento do
ganho de massa das maes durante o periodo gestacional, assim como o consumo de
agua e racao. As fémeas prenhes foram pesadas no dia 0, 5, 10, 16 e 21 da gestacao
para evolugao ponderal materna. A cada trés dias foi realizada a avaliagdo do consumo
de agua e ragcdo. Essas mesmas fémeas foram utilizadas para a avaliacdo do

desempenho reprodutivo materno.

4.3.4 Laparotomia e avaliacao do desempenho reprodutivo materno

No vigésimo primeiro dia de gestacdo, as ratas foram submetidas a laparotomia.
Para isso, os animais foram eutanasiados com sobredoses de quetamina e xilazina e
imediatamente os cornos uterinos foram expostos e os filhotes retirados com suas
placentas. Os filhotes foram contados, pesados e analisados externamente quanto a sua

aparéncia geral. Foi verificada a presenca ou nao de reabsorgcbes e pontos de
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implantagao no utero. Os corpos Iuteos presentes em cada ovario foram contados para
avaliagdo da quantidade de ovulos eliminados. As perdas pré e pos-implantagcoes foram
calculadas, respectivamente, seguindo as formulas abaixo:

n° de corpos lUteos—n° de implantagOes

PERDAS PRE-IMPLANTACAO:

n° de corpos luteos

n° de implantag¢des—n° de fetos vivos
n° de implantacdes

PERDAS POS-IMPLANTACAO:

4.3.5 Preparacao dos filhotes

Apos o processo descrito anteriormente, cada ninhada foi dividida aleatoriamente
em dois grupos distintos para analise de possiveis malformagdes esqueléticas (4.3.5.1)

ou malformagdes viscerais macroscopicas (4.3.5.2).

4.3.5.1 Diafanizacao e analise esquelética

Para preparacao dos filhotes utilizou-se o procedimento proposto por Staples e
Schenel (1964). Baseado neste método, os corpos dos filhotes foram mergulhados em
acetona e apos 24h eviscerados. Os rins, figado, pulmdes e coragdo foram pesados e
suas massas relativas calculadas. A acetona foi substituida por solugao de KOH a 0,8%
em quantidade suficiente para cobrir os filhotes e nesta foram adicionadas 8 gotas de
solugao saturada de alizarina. Esta solugdo foi trocada quatro vezes com intervalos de
no minimo 24 horas entre trocas. Em seguida a solug¢ao foi substituida pela solugao
clareadora (alcool etilico, glicerina e alcool benzilico P.A.). As analises foram baseadas

na contagem dos pontos de ossificagdo como proposto por Aliverti et al. (1979) o qual
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determina o grau de desenvolvimento fetal, e no roteiro proposto por Taylor (1986) para
observagao de parametros como anomalias e/ou malformagdes nos ossos cranianos
(frontal, parietal, interparietal e occipital), esterno, vértebras (cervicais, toracicas,
lombares, sacrais e caudais), costelas, bacia, clavicula e extremidades (metacarpos,

metatarsos e falanges).

4.3.5.2 Fixacao e analise visceral

Os corpos dos filhotes foram colocados em solu¢cado de Bouin para fixacdo das
estruturas viscerais e descalcificacdo dos ossos. Apos quatro dias essa solugao foi
substituida por alcool 80%, sendo em seguida substituida por alcool 90% apds dois dias.
A analise das visceras foi realizada conforme o método proposto por Wilson (1965) que
consiste em fixar os corpos e secciona-los transversalmente com laminas afiadas, em
fatias de aproximadamente 1 mm cada, de maneira que seja possivel a visualizagao das
seguintes estruturas quanto a possiveis malformagdes e/ou anomalias viscerais: palato,
ouvido interno, medula, cavidade nasal, septo nasal, retina, cornea, cristalino, hemisfério
cerebral, ventriculos cerebrais, glandula salivar, tireoide, eséfago, traqueia, timo,

coracao, figado, rins, bexiga, ureter e gbnadas (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema da posi¢ao dos cortes para analise visceral

Fonte: Wilson, 1965

4.3.6 Analise histolégica da placenta

As placentas foram coletadas do grupo GD10 (5 placentas por fémea) e
submersas em solugao de formol 10%. Apos 24 horas as placentas foram cortadas ao
meio utilizando uma lamina de microtomo, seguido de bateria de desidratacéo e

emblocamento conforme protocolo (tabela 1):
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Tabela 1: Procedimento de desidratacdo e emblocamento de tecido

PROCEDIMENTO ORDEM SUBSTANCIA TEMPO
1° Alcool Absoluto |
2° Alcool Absoluto 11
3° Alcool 95% |
Desidratar
4° Alcool 95% I

40 minutos (por substancia)

5° Xilol |

6° Xilol 11

7° Parafina |
Emblocar .

8 Parafina Il

Fonte: Adaptado de BOLON, 2014

Apos emblocamento, foi realizado o corte do tecido em micrétomo, com espessura
de 5 micras. Os cortes foram colocados em banho maria com gelatina e, em seguida,
dispostos em laminas (6 cortes por placenta). Laminas obtidas foram submetidas a
bateria para retirar a parafina dos cortes e cora-los com Hematoxilina + Eosina seguindo

protocolo (tabela 2):
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Tabela 2: Procedimento de desparafinacédo e coloragao de tecido

PROCEDIMENTO ORDEM SUBSTANCIA TEMPO
1° Xilol | 15 minutos
2° Xilol Il 15 minutos

Retirar parafina
3° Alcool 70% 5 minutos
4° Alcool Absoluto 5 minutos
5° Hematoxilina 5 minutos
6° Agua corrente Rapidamente
7° Diferenciador Rapidamente
8° Agua corrente 10 minutos
9° Eosina 1 minuto
Corar

10° Alcool Absoluto 2 minutos
11° Alcool 95% 3 minutos
12° Xilol | 3 minutos
13° Xilol Il 3 minutos
14° Xilol 1 3 minutos

Fonte: Adaptado de BOLON, 2014

Apos bateria, as laminas foram montadas utilizando uma camada de Entellan
sobre os cortes corados, sendo coberto por laminula. Por fim, os cortes foram analisados

em microscopio para diferenciagdo de estruturas e digitalizacdo dos cortes para calculo
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de area relativa da zona labirinto sobre a area total da placenta (figura 3) por meio do

software imaged (versao 1.53t).

Figura 3 - Corte da placenta de GD10
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Fonte: Proprio autor, 2022.

Legenda: A figura mostra o corte da placenta pertencente a fémea do grupo GD10, delimitando a area

total da placenta em vermelho e a area da zona labirinto em azul.
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4.3.7 Analise estatistica dos resultados

Os dados de ganho de massa materno e consumo de agua e ragao foram
analisados por ANOVA de duas vias seguida por teste de Tukey-Kramer. Dados de
desempenho reprodutivo materno como numero de implantes, numero de corpos luteos,
reabsorgdes, fetos vivos e mortos, perdas pré e pos-implantagao foram analisados por
ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey-Kramer. Dados de analise visceral e
esquelética foram analisados por teste de Fisher. Por fim, dados da massa de filhotes,
massa relativa de 6rgaos e area relativa da zona labirinto placentaria foram analisados
por ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey-Kramer. Em todos os casos, os
resultados foram considerados significantes quando P< 0,05. Utilizou-se GraphPad

Prism 9.0 para analise estatistica.



5. RESULTADOS

5.1 Grupo GD2

5.1.1 Performance reprodutiva
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Nao houve mudangas significativas nos parametros reprodutivos (reabsorgoes,

implantagdes, corpos luteos, fetos vivos ou mortos, massa do utero e perdas pré/pos

implantagdo) em nenhum dos grupos analisados (tabela 3).

Tabela 3 - Parametros reprodutivos de ratas prenhes em GD2.

Parametros Salina Antiveneno Veneno Veneno + Antiveneno
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Reabsorg¢des/ninhada 1+1 0,6 +1 0,6 +1 1£2
Implanta¢des/ninhada 1212 14 £ 1 133 133
Corpos luteos/ninhada 1212 14 +2 125 1312
Fetos vivos/ninhada 11+3 1312 12+ 3 12+ 3
Fetos mortos/ninhada 0 0 0 0
Massa do utero (g) 85+ 17 102 £ 17 97 £ 23 90 £ 23
Perdas pré- 0,06 + 0,1 0,02 + 0,05 0,08 +0,2 0,05+0,1
implanta