UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR
NUCLEO DE PESQUISA EM CIENCIAS BIOLOGICAS — NUPEB

EFEITOS DA INJECAO INTRACEREBROVENTRICULAR
DA TITYUSTOXINA ESCORPIONICA (TsTX) SOBRE O
SISTEMA CARDIOVASCULAR DE RATOS SUBMETIDOS A
DESNUTRICAO PROTEICA

Ouro Preto, 2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR
NUCLEO DE PESQUISA EM CIENCIAS BIOLOGICAS — NUPEB

EFEITOS DA INJECAO INTRACEREBROVENTRICULAR DA
TITYUSTOXINA ESCORPIONICA (TsTX) SOBRE O SISTEMA
CARDIOVASCULAR DE RATOS SUBMETIDOS A
DESNUTRICAO PROTEICA

AUTORA: Fernanda Cacilda dos Santos Silva
ORIENTADOR: Prof. Dr. Deoclécio Alves Chianca Junior
CO-ORIENTADORA: Profa. Dra. Patricia Alves Maia Guidine

Dissertacdo apresentada ao programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Biologicas do Nucleo
de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Ouro Preto, como parte
integrante dos requisitos para obtencédo do titulo
de Mestre em Ciéncias Biologicas, area de

concentragdo:  Bioquimica  Estrutural
Fisiologica.

Ouro Preto, 2011



S586e

Silva, Fernanda Cacilda dos Santos.

Efeitos da injecdo intracerebroventricular da Tityustoxina escorpidnica (TsTX)
sobre o sistema cardiovascular de ratos submetidos a desnutrigdo protéica [manuscrito]
/ Fernanda Cacilda dos Santos Silva. - 2011.

xxiv, 79f.. il.; grafs.; tabs.

Orientador: Prof. Dr. Deoclécio Alves Chianca Jinior.
Co-orientadora; Profa. Dra. Patricia Alves Maia Guidine.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Ouro Preto.
Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas. NUcleo de Pesquisas em Ciéncias
Biologicas.

Area de concentragdo: Bioquimica Estrutural e Fisiologica.

1. Desnutricdo - Teses. 2. Sistema nervoso central - Teses. 3. Sistema
cardiovascular - Teses. 4. Escorpio - Toxina - Teses. |. Universidade Federal de Ouro
Preto. Il. Titulo.

CDU: 612.39:612.1

Catalogacéo: sisbin@sisbin.ufop.br



mailto:Sisbin@sisbin.ufop.br

Universidade Federal de Ouro Preto
Nicleo de Pesquisas em Ciéncias Biolégicas - NUPEB
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Biologicas

Ata da Banca Examinadora de Defesa de Dissertacao Intitulada:

“ACAO CENTRAL DA TITYUSTOXINA ESCORPIONICA (TsTX) SOBRE Ry
SISTEMA CARDIOVASCULAR DE RATOS SUBMETIDOS A DESNUTRICAO

PROTEICA”

‘Aos 31 dias do més de marco de 2011, as 09:00h, na Sala de Seminarios do NUPEB da
Universidade Federal de Ouro Preto, reuniu-se a Comissdo Examinadora da Dissertacdo da
aluna Fernanda Cacilda dos Santos Silva. A defesa da dissertagdo iniciou-se pela

apresentacio oral feita pela candidata e, em seguida, argiiicdo pelos membros da banca. Ao
final, o br sAr ﬁl banca examinadora reuniram-se e decidiram por
............. A%J a candidata. A concessdo do titulo est4 condicionada
ao cumprimento das demais exigéncias previstas no Regimento deste Programa.

Membros da Banca Examinadora:

Wy,

“Prof. Dr. Deoclécib Alves Chianca ]uniox/
Presidente

w/éW‘“

Prof. Dr. lyn/ardo Colombari
Examinador (UNIFESP)

M«#VEM,W
Prof. Dr. Rodrigo Cunha Alvim de Menezes
Examinador (UFOP)

DATA DA DEFESA: 31/03/2011



Este trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Ouro Preto, com o auxilio financeiro da CAPES, CNPq,
FAPEMIG e UFOP.



“Ndo sou aquele que sabe, mas aquele que busca.”
(Herman Hesse)
“O importante é ndo parar de questionar.”

(Albert Einstein)

O Aprendizado é uma obra minuciosa e intermindvel...



Dedicatoria

A minha mde e ao meu irmdo Rodrigo,
meus maiores exemplos de vida, sabedoria e amor,
os grandes incentivadores de todos os meus sonhos.

Ao ensino publico por esta valiosa oportunidade.
Agqueles doloridos dias, em que nada deu certo, cuja tinica

saida era sequir em frente...

\Y



Agradecimentos

A Deus por me conceder a vida e estar comigo em todos os
momentos, dos mais venturosos aos mais dificeis...

A minha amada mde Cristina Constanca dos Santos, pelo apoio,
amizade e amor incondicionais.

Aos meus queridos irmdos Rodrigo Silva (Digo) e Tatiele Santos
(Tatd), pela involuntdria, mas constante inspira¢do.

A  prima Janaina Santos (Jana), pela grande amizade,
cumplicidade e por incessantemente suscitar o debate de boas
idéias.

Ao Luiz Felipe Rabelo, pelo amor, zelo, compreensdo, amizade e,
principalmente, por me ensinar a ser “livre” e sempre me fazer
SOTTIT.

A  Familia Doce Mistura, meu refiigio em Ouro Preto.
Especialmente, a amiga e irmd Raquel Lana (Royal), pelo dia-a-dia
repleto de amor, carinho, assisténcia, conselhos, broncas e muitas
risadas.

Ao meu orientador Prof. Dr. Deoclécio Alves Chianca Jinior
(Déo), por me iniciar na carreira cientifica com tamanfio otimismo,
confianca, objetividade e competéncia. Por sua amizade,
orientacdo, ensinamentos e, sobretudo, pela paciéncia e estimulo
constantes... Pot, incontestavelmente, acreditar em meu potencial.
Muito obrigada por toda oportunidade oferecida desde a iniciacdo
cientifica.

A @Profa. Dra. Patricia Alves Maia Guidine (Pat), por aceitar me

co-orientar e fazé-lo com tanta dogura, dedica¢do, entusiasmo,
paciéncia e brilhantismo. Muito obrigada por todo ensinamento,

Vi



pelas doces palavras de incentivo e por me fazer acreditar que
anjos existem...

A Mara Fernandes Rjbeiro (Maravilha), pelos 6timos momentos
compartilhados, amizade, cumplicidade, torcida, dedicacido e
contribui¢do para o cumprimento deste projeto.

Aos Professores da banca examinadora, Prof. Dr. Eduardo Colombari e Prof.
Dr. Rodrigo Menezes, por investirem seu valioso tempo na andlise deste
trabalho e oferecerem sua fundamental contribuicdo intelectual para a
conclusdo do mesmo.

Ao Professor Allan Cristian Gongalves, exemplo de educador e competéncia,
meu primeiro Mestre de Fisiologia, responsdvel por despertar em mim o
entusiasmo e respeito por esta linda ciéncia.

Ao Prof. Dr. Luciano Gongalves Fernandes, pelos ensinamentos e auxilio no
inicio desta caminhada.

Ao Prof. Dr. Tasso-Moraes pelo constante e gentil fornecimento de
Tityustoxina.

Ao Prof. Dr. Marcelo Eustdquio Silva, pela prontiddo e cortesia em ceder
VArios animais para experimentagdo.

Aos Técnicos, Milton Alexandre de Paula e Jair Pastor Mota, que com muita
dedicagdo, carinho, simplicidade, alegria e exatiddo na conduta de seu
exercicio, forneceram a mim o indispensdvel para a realizacdo do meu trabalho.

Aos Profs. Drs. Mdrcio Moraes e André Ricardo Massensini, além de todos os
membros do Niicleo de Neurociéncia da UFMG, por contribuirem para
realizacdo deste trabalho e por sempre me receberem amistosamente em sua
“casa’,

A ®rofa. Ora. Cldudia Carneiro e demais membros do LIM®P, por gentilmente
abrirem as portas do Laboratério de Imunopatologia da Universidade Federal
de Ouro Preto.

Ao Prof. Dr. Elisio Alberto Evangelista, por fazer do ensino, uma arte. Pela
exceléncia, simplicidade e disponibilidade em ensinar.

vii



Aos Amigos Joyce Ferreira da Costa Guerra e Ramon de Freitas Santos por
compartilharem ndo s6 momentos de vitoria, mas muitos momentos de estudo,
esforco e insequranga e, sobretudo, por me ajudarem a superd-los.

Ao grande amigo José Luiz Marques Rocha (Phorcado) por nunca medir
esforcos em me ajudar e me fazer feliz. Por me inspirar, acompanhar e auxiliar
moralmente e cientificamente desde a graduagdo.

A Secretdria do NUPEB e amiga, Maria Aparecida Reis Tropia (querida
Cidoca) por sua competéncia, paciéncia, dedicacdo, carinho e sorriso
constante. Por tornar o NUPEB um ambiente descontraido, sem comprometer
a seriedade do seu oficio.

Aos “velhos” e “novos” amigos do Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular da
UFOP, que nesses 5 anos, tanto me ensinaram. Por me proporcionarem um
ambiente de trabalho extremamente agraddvel. Em especial:

A amiga Arlete Penitente, exemplo de solidariedade e competéncia.
Obrigada por sempre me auxiliar e torcer por mim!

As “Ativistas da Liberdade de Expressdo”: Vanessa Bezerra, Fabiana
Rodrigues e Joelma Gomide. Pela amizade, companheirismo, ensinamentos e
pelos intimeros e saudosos momentos felizes.

Aos Amigos Luiz Henrique Fortes (Lulu) Aline Rezende (Ichuca) e
Natdlia Machado (Nat) por serem imprescindiveis...

Aos amigos Jodo Victor Albuquerque, Aline Souza, Alessandra Rezende
(Ceka) Allisson Granato, Ana Carolina Barcelos, Arthur Alves, Gabriel
Borges, Marcela D Marchi, Miriam Rodrigues, Pedro Miranda e Silvia
Zebral, pela descontragdo e prontiddo em ajudar.

A Universidade Federal de Ouro ®reto, gratuita e de qualidade, por todos os
ensinamentos desde a graduagdo.

As instituicdes de apoio a pesquisa, que acreditam no jovem pesquisador e
proporcionam condigdes para realizacdo do trabalho cientifico.

Aos colegas de Mestrado, professores e demais membros do NUPEB, pelo
convivio, auxilio e aprendizado.

A todos que contribuiram para minha formagdo moral e académica...

viii



SUMARIO

L-INTRODUGAOD ..ottt ettt ereeaes s tenenenans 1
1.1-ESCOIMPIONISIMIO ...ttt bbb bbbt 1
I =TT [ (=10 1 1] (oo - WO SUSOUPS RSP 1
1.1.2- Quadro Clinico, Classificacdo e Tratamento...........cccevverevieerieiesieeseeiesnens 3
1.1.3- Principal agente causal: Tityus Serrulatus ...........ccccoovvererieiiinninie e 4
1.1.4- Veneno e Toxinas do escorpido Tityus serrulatus: composicéo, purificacdo e
MECANISIMO A8 AGHD .....vevveeetete sttt sttt 5
1.1.5-Agdo da TsTX sobre o Sistema Nervoso Central e Cardiovascular................ 7
1.2- O Sistema Nervoso Central e a regulacdo Cardiovascular..............ccccceevveveinenen, 8
1.3-DBSNUITTIGAD ...ttt bbbttt b bbbt 10
1.3.1- Definicdo e Epidemiologia.........ccceveriiiiiiiniiieieee e 10
1.3.2- Desnutricdo Experimental e seus efeitos sobre os sistemas fisioldgicos ..... 10
1.4- ESCOrpioniSMO VS. DESNULIIGAD .......ceverveveiiiiitisiesiieieee et 12
2 —OBUIETIVOS ...ttt e et st teeneena e nnenes 13
2.1 — ODJEtiVO GEIal: ....ceeeieeece e 13
2.2 — ODJetivos ESPECITICOS: .. .cuviviiiieiiiieieesie et 13
3- MATERIAL E METODOS.......coiiieiieeeiseces st sas s tss st senenanans 14
3.1 — MOl ANIMAL ..ot e 14
3.2 — Metodologia da DESNULIIGAD .........eiveiuieieieieie sttt 14
3.3 — Composicdo Quimica da Dieta para DeSNULIGAD ..........coerereeeereieice e 15
3.4 - Preparo de drogas/substancias utilizadas.............cccceveiieiiiiciiese e 16
3.5- Confecgéo de Canulas-guia, agulha de implantagéo e agulha injetora ............... 17
3.6— Confecgédo de Canulas arteriais € VEN0SAS ........cccverureerreerieeeeseesinareesseeseesneeseeas 18
3.7— Confeccdo de eletrodos para registro eletrocardiografico ............cccccevvvevvinennn, 18
318 CHTUIGIAS .ottt bbbttt bbb b et 19
3.8.1- Implante de canula-guia dirigida ao Ventriculo Lateral Esquerdo (VLE) ... 19
3.8.2- Implante de canulas femorais e eletrodos............cccovveeeiiiiicieciccecce e, 19
3.8.3- Cuidados POS-OPEratOriOS .........covveveieeiieeieiiesieeiesteeste e seesre e sreeste e ereas 21
3.9- Registros de Presséo arterial e Eletrocardiograma ...........cooeveveneneneneseeneenen, 22
3.10- Protocol0os eXPerimentaiS. ........cuvciueeiieeiiieiie et 23
3.10.1 — Efeitos da injecdo i.c.v. de TsTX sobre o Sistema Cardiovascular (SC) e
sobrevida em diferentes estados NULIICIONAIS. ..........covreririeriierieie e 23
Microinjecdo de TSTX NO VLE ..o s 24

3.10.2- Efeitos das diferentes doses de Carbamazepina sobre as manifestacdes
cardiovasculares e sobrevida decorrentes da inje¢do i.c.v. de TSTX......cccceovvnenen. 24



3.10.3 — Efeitos da Carbamazepina sobre as respostas cardiovasculares e sobrevida
decorrentes da injecéo i.c.v. de TsTX em diferentes estados nutricionais ......... .... 26

3.10.4 — Efeitos do bloqueio autondémico sobre as respostas cardiovasculares
e sobrevida decorrentes da injecdo i.c.v. de TsTX em diferentes estados

0L E ol To] T TSROSO 26
KN o 1153 (0] (oo - USSR SUUSSRSR 27
3.12- ANALISE A0S AAOS ......eevierierieieciesie et 28

3.12.1- Andlise da Frequéncia Cardiaca (FC) e da Pressao Arterial Média (PAM)...

................................................................................................................................ 28

3.12.2- Andlise da porcentagem de sobrevida apds a microinje¢do (i.c.v.) de TsTX

NO VLE ...t n e 29

3.12.3- ANALISE EStALISLICA ....cvveveveieiiicee e 29

4 —RESULTADOS ...ttt e et e et e e e sne e e e nne e e aneeeaneneas 30
4.1- Efeitos da desnutricdo protéica pos-desmame sobre o peso corpora, peso cerebral
e Niveis basais de PAM € FC. ..o 30
4.2- Efeitos da injecdo i.c.v. de TsTX sobre o Sistema Cardiovascular e sobrevida em
diferentes estados NUEFCIONAIS ........ccveiieiieeie e eee e sie e ee e sae e e 32
4.3- Efeitos das diferentes doses de Carbamazepina sobre as manifestacOes
cardiovasculares e sobrevida decorrentes da inje¢do i.c.v. de TSTX.......cccevvevvervennnn 34
4.4- Efeitos da Carbamazepina sobre as respostas cardiovasculares e sobrevida
decorrentes da injecdo i.c.v. de TsTX em diferentes estados nutricionais ................. 36
4.5 — Efeitos do blogqueio autondémico sobre as respostas cardiovasculares e sobrevida
decorrentes da injecdo i.c.v. de TsTX em diferentes estados nutricionais ................. 39
4.6- Sitio de microinjecdo da TsTX no Ventriculo Lateral Esquerdo ........................ 43
8- CONCLUSOES ...ttt 50
7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o enessenie s 52
8- APENDICES ..ottt 59
9- PRODUGCAOQ CIENTIFICA ..ot 78
9.1- Resumos publicados em Congressos NACIONAIS ..........cccveverenerenenieseseeeeees 78

9.2- Resumos publicados em Congressos INternacionais ...........cccoveevvvevieciveesvesinenn, 79



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: (A) Escorpido Tityus serrulatus e (B) T. serrulatus com filhotes no dorso. Fonte:
Manual de Controle de Escorpides. Ministério da Sadde; 2009...........ccccevvrererreiverieriennn, 5

Figura 2: Topologia de um CSDV. (A) Subunidade a do canal, com seus 4 dominios (I a
IV), cada um com 6 segmentos transmembrana (S1 a S6). (B) Poro do canal circundado
pelos 4 dominios. (C) Sitios de ligacdo: (3) sitio de ligacdo da TsTX, (4) sitio de ligagdo da
TsTX-I. Fonte: adaptacdo de Denac et al. (2000).........cccccveueiiiereeieiiee e 6

Figura 3: Cronograma da metodologia de desnutricdo protéica. Apds o nascimento, 0s
animais foram amamentados por um periodo de 28 dias. Em seguida, foram divididos em
dois grupos: normonutrido (dieta com 15% de proteina) e desnutrido (dieta com 6% de
proteina) por um periodo de 35 dias. ApOs esse periodo, os animais foram utilizados para
experimentacao pPor N0 MAXIMO 7 TI8S.......cccueiueiiieieiie e 15

Figura 4: Imagem representativa de um conector RJ45 conectado aos fios de cobre. Fio 1
—(V2), fio 2 - (terra), fio 3 - (V1). O posicionamento dos fios seré descrito detalhadamente
NO TEEM 3.8.2. ettt b e bbbt b e Rt e e e ettt bbbt ne e 18

Figura 5: As letras A e B ilustram de forma esquematica, respectivamente: A — Local de
disseccdo do trigono femoral e B- Isolamento da artéria e veia femoral e insercdo dos
cateteres. Fonte: (FOrtes, 2010).......ccciiiiiieiiiic et 20

Figura 6: Desenho esquematico do implante de eletrodos para aquisi¢do do sinal
eletrocardiografico. Fonte: (FOrtes, 2010).......cccurirriiiiireeeereeese e 21

Figura 7: Representacdo da janela de visualizacdo do software Kananda® durante o
registro eletrocardiogréafico e de pressao arterial. Canais de registro: 1- ECG, 2-PAP, 3-FC

Figura 8: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliacdo da injegéo i.c.v. da
TsTX sobre o Sistema Cardiovascular. As setas representam, da esquerda para a direita, o
inicio do registro ou a administracdo de substancias (Veiculo, PBS e TsTX). A via de
inoculagdo e a dose utilizada estdo indicadas entre parénteses. O registro do protocolo
experimental foi dividido em 4 periodos, da esquerda para direita: Intervalo anterior aos
periodos, VEC, PBS e TsTX, cujas janelas temporais estdo representadas em
ITUNIUEOS. ...ttt ettt ettt b et h ek e Rt e s e eb e e st e e s e e b e e n b e e st e et e e s beeneeebeebeeneenneas 23

Figura 9: Escala temporal do protocolo experimental para avaliacdo do efeito das
diferentes doses da Carbamazepina sobre as manifestagdes cardiovasculares desencadeadas
pela acdo central da TsTX. As setas representam, da esquerda para a direita, o inicio do
registro pos-tratamento ou a administracdo de substancias (Veiculo ou CBZ, PBS e TsTX).
A via de inoculagdo e a dose utilizada estdo indicadas entre parénteses. O registro do
protocolo experimental foi dividido em 4 periodos, da esquerda para direita: Intervalo
anterior aos periodos, VEC/CBZ, PBS e TsTX, cujas janelas temporais estdo representadas
BIM IMINULOS. ..ttt sttt s e b e be s e bt e b e e nb e s bt et e e neeeb e et e eneenneenbeeneenres 25

Xi



Figura 10: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliacdo dos efeitos da
Carbamazepina (50mg/kg) sobre as respostas cardiovasculares e sobrevida decorrentes da
injecdo i.c.v. de TsTX em diferentes estados nutricionais. As setas representam, da
esquerda para a direita, o inicio do registro pds-tratamento ou a administracdo de
substancias (Veiculo ou CBZ, PBS e TsTX). A via de inoculacdo e a dose utilizada estédo
indicadas entre parénteses. O registro do protocolo experimental foi dividido em 4
periodos, da esquerda para direita: Intervalo anterior aos periodos registrados, VEC/CBZ,
PBS e  TsTX, cujas  janelas  temporais  estéo representadas  em
ITHNIUTOS. .ttt etttk bbb et e b e bbbt bt bt e bt e s e st et e nb e b e s b e b e et e e b e e ne e e e e 26

Figura 11: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliagdo dos efeitos do
blogueio autondmico sobre as respostas cardiovasculares e sobrevida decorrentes da
injecdo i.c.v. de TsTX em diferentes estados nutricionais. As setas representam, da
esquerda para a direita, a administracdo de substancias (PBS, Prazosin ou Metil-atropina e
TsTX). A via de inoculacdo e a dose utilizada estdo indicadas entre parénteses. O registro
do protocolo experimental foi dividido em 4 periodos, da esquerda para direita: Basal,
PBS, Prazosin ou Metil-atropina e TsTX, cujas janelas temporais estdo representadas em
ITUNIUTOS. .ttt ettt bbbttt e st e s et e bt bbbt e bt e bt e s e s et e st et e e b e e be e bt ab e e e e e e 27

Figura 12: (A) Efeito da desnutricdo protéica pds-desmame sobre o peso corporal (g), e
(B) efeito da desnutricdo protéica sobre o peso cerebral (g) do grupo Normonutrido e
Desnutrido. Barras representam média £ EPM. *; Diferenca estatistica (p<0,05; Test t - ndo
O T=T: (o [0 ) SRS 30

Figura 13: (A) Niveis basais de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia
Cardiaca (FC; bpm) dos grupos Normonutrido e Desnutrido. Barras representam média +
EPM. * Diferenca estatistica (p<0,05; Test t - ndo
02T (o (o ) RS 31

Figura 14: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia
Cardiaca (FC; bpm) antes e ap06s a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos normonutridos e
desnutridos pré-tratados com veiculo (NV e DV). Os simbolos representam média + EPM.
*: Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pds-teste de Bonferroni)
e #; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pos-teste de
DUNNELES) ...ttt et e e e et e e te e b e s teesbeeseeeaeeebeenbeeneesreeeennne e 33

Figura 15: Porcentagem de sobrevida (%) em relacdo ao tempo (min) apds injecao i.c.v.
de TsTX em ratos Normonutridos e Desnutridos pre-tratados com veiculo. * Diferenca
estatistica entre 0s grupos (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank
para a COMPAraGa0 ENEIE @S CUINVAS)......euerurireeueaseeeseesseesseaseesseesseeseesseessesssesseesseassesseessenssens 34

Figura 16: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia
Cardiaca (FC; bpm) de ratos Normonutridos inoculados com TsTX apds o pré-tratamento
com veiculo (NV) ou com diferentes doses de Carbamazepina (NCBZ50, NCBZ75 e
NCBZ100). Barras representam média + EPM. *; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo
(NV), (p<0,05; Anova one-way, pOs-test de TUKEY)......cccorvririiiiiiiieieieee e 35

Xii



Figura 17: Porcentagem de sobrevida (%) em relagdo ao tempo (min) ap6s a inje¢do i.c.v.
de TsTX em ratos normonutridos pré-tratados com veiculo (NV) ou com diferentes doses
de Carbamazepina (NCBZ50, NCBZ75 e NCBZ100). *Diferenca estatistica em relagdo ao
grupo Veiculo (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a
comparacdo entre as curvas) e; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo NCBZ50
(p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparacao entre
R o V7 ) TSP TORPRRRN 36

Figura 18: (A) Niveis de Pressdao Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia
Cardiaca (FC; bpm) antes e apds a inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos normonutridos pre-
tratados com veiculo (NV) ou Carbamazepina na dose de 50 mg/kg (NCBZ). Os simbolos
representam média = EPM. *; Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-
way; POS teste de BONTEITONT )......ooiiiiiiiieiesee s 37

Figura 19: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia
Cardiaca (FC; bpm) antes e ap0s a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos desnutridos pré-tratados
com veiculo (DV) ou com Carbamazepina na dose de 50 mg/kg (DCBZ). Os simbolos
representam média = EPM. *; Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-
way; POS teste de BONTEITONT).......c.coiiiiiiiieeee s 38

Figura 20: Porcentagem de sobrevida (%) em relagdo ao tempo (min) apds a injecdo i.c.v.
de TsTX em ratos normonutridos e desnutridos pré-tratados com veiculo (NV e DV) ou
com 50mg/kg de Carbamazepina (NCBZ e DCBZ). *Diferenca estatistica em relacdo ao
grupo Normonutrido Veiculo (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-
rank para & ComparaGao ENEIE S CUMNVAS).......ciuerterueeeerueriertestesiesiesseeseeeeseesrestessesiesseeneesenes 39

Figura 21: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia
Cardiaca (FC; bpm) antes e apds a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos pré-tratados com
Prazosin. Os simbolos representam média £ EPM. **; Diferenca estatistica entre 0s grupos
no periodo PZS (p<0,05; Teste t- ndo pareado);*; Diferenca estatistica entre 0s grupos
(p<0,05; Anova two-way; Pds teste de Bonferroni); *, Diferenca estatistica intra-grupo
(p<0,05; Anova One-way, p0Os-teste de DUNNELL).........ccoeirererieineneeee e 40

Figura 22: Porcentagem de sobrevida (%) em relagdo ao tempo (min) apds a injecdo i.c.v.
de TsTX em ratos Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com veiculo (NV e DV) ou
Prazosin (NP e DP). *; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo Normonutrido Veiculo
(p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparacao entre
@S CUPVAS) .ttt sttt ettt bbbt bttt et b bbbt b e h et e b e bbbt bt e Rt e s et et e b e bt bt e bt e ne e s 41

Figura 23: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg), (B) Frequéncia Cardiaca
(FC; bpm) antes e apds a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos pré-tratados com Metil-atropina e
(C) Niveis de PAM e FC ap0s a injecéo i.c.v. de TsTX em ratos pré-tratados com Veiculo
(NV, DV) e com Metil-atropina (NM e DM). Os simbolos representam média + EPM.
*Diferenca estatistica entre os grupos NM e DM (p<0,05, Anova two-way; Pos teste de
Bonferroni); **Diferenca estatistica entre os grupos DV e DM (p<0,05, Anova two-way;
Pé6s teste de Bonferroni); *, Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05, Anova One-way,
POS-LESLE 08 DUNNELES) .. cveiviiiisie ettt n et st sbeerenneas 42



Figura 24: Porcentagem de sobrevida (%) em relacdo ao tempo (min) apds a injecdo i.c.v.
de TsTX em ratos Normonutridos e Desnutridos pre-tratados com Veiculo (NV e DV) ou
Metil-atropina (NM e DM). *; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo Normonutrido
Veiculo (p<0,05, estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a
COMPAIAGAOD ENLIE @S CUINVAS)...uveveeiveeseesreesieeiesseesseesseessesseesseesesseesseassesseesssessessesssessseasessens 43

Figura 25: Fotomicrografia de uma seccao coronal do cérebro de um rato Normonutrido
(A) e Desnutrido (B), com seus respectivos sitios de microinjecdo no

Xiv



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Epidemiologia do Escorpionismo (2006): ndmero de casos, incidéncia (X
100.000 hab.), obitos e letalidade por UF. Fonte: Manual de Controle de Escorpides.
MinNiStErio da SAUAE; 2009..........eiiiiiiiiiie ettt e s e e st e e st e e s sb e e s ebeeesaeeas 2

Tabela 2: Acidentes escorpidnicos: Classificacdo, manifestacdo clinicas e tratamento.
Fonte: Manual de diagnostico e tratamento de acidentes por animais peconhentos.

MiNIStErio da SAUAE, 2001........cooiieie it e st e s bt e e s b e e e sbee s ssbaeesaraaeas 4
Tabela 3: Composicdo quimica da dieta de desnutricdo (g/100g de racao).............cceeu..... 15
Tabela 4: Confeccdo de Canulas fTEMOTAIS..........ccviiiiiieiee e 18
Tabela 5: Analise da FC € PAM.......c.ciiiiiiii e 28
Tabela 6: Efeito da desnutricdo sobre o peso corporal dos ratos (g). *; Diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05; Test t - NA0 PAreado)..........ccccveeeeerierierieseseseeeerieeen, 59
Tabela 7: Efeito da desnutri¢do sobre o peso cerebral dos ratos (g).......coccovererererieeieennen. 60

Tabela 8: Niveis basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) dos grupos Normonutrido e
Desnutrido. *; Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Test t - ndo
O L2216 (o) TR U USROS RPRP PP 60

Tabela 9: Niveis de PAM (mmHg) antes e apds a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos
normonutridos e desnutridos pré-tratados com veiculo (NV e DV). *; Diferenca estatistica
entre 0s grupos (p<0,05; Anova two-way, pos-teste de Bonferroni) e #; Diferenca
estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pos-teste de
DUNNELES) ...ttt b et e e e et e te e esbe e beeseesreeateeneesaeesaeeneenree e 61

Tabela 10: Niveis de FC (bpm) antes e apds a injecdo i.c.v. de TsSTX em ratos
normonutridos e desnutridos pré-tratados com veiculo (NV e DV). *; Diferenca estatistica
entre 0s grupos (p<0,05; Anova two-way, pos-teste de Bonferroni) e #; Diferenca
estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pos-teste de
DTN 0T TP UPTP 62

Tabela 11: Tempo de sobrevida (min) apds injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com veiculo. *; Diferenca estatistica entre 0s
grupos (p<0,05, estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparagéo
BIEIE @S CUNVAS) ... veteeteetteste ittt ettt b e bbbttt b bbbt b e bt et e b e b e bt bt be st e st e e s 62

Tabela 12: Niveis de PAM (mmHg) de ratos Normonutridos inoculados com TsTX apds o
pré-tratamento com veiculo (NV) ou com diferentes doses de Carbamazepina (NCBZ50,
NCBZ75 e NCBZ100). *; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo (NV), (p<0,05; Anova
one-way , pos-test de Tukey) e #; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-
WaY, POS-1EStE 08 DUNNELLS).....ccueiiiiie et ens 63

XV



Tabela 13: Niveis de FC (bpm) de ratos Normonutridos inoculados com TsTX apés o pré-
tratamento com veiculo (NV) ou com diferentes doses de Carbamazepina (NCBZ50,
NCBZ75 e NCBZ100). *; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo (NV), (p<0,05; Anova
one-way, pos-test de Tukey) e #; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-
Way, POS-1eSte 08 DUNNELLS).....ccueiiiiieiiee et 64

Tabela 14: Tempo de sobrevida (min) ap0s a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos
Normonutridos ap6s o pré-tratamento com veiculo (NV) ou com diferentes doses de
Carbamazepina (NCBZ50, NCBZ75 e NCBZ100). *; Diferenca estatistica em relacdo ao
grupo (NV); "; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo (NCBZ50); (p<0,05; estimativa
de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparacdo entre as
(6] V7 T TP P TSP PP PRO 65

Tabela 15: Niveis de PAM (mmHg) antes e ap6s injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
normonutridos pré-tratados com veiculo (NV) ou com Carbamazepina na dose de
50mg/Kg (NCBZ). *; Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05, Anova two-way, pos-
teste de Bonferroni) e #; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05, Anova one-way, pos-
TESTE 0B DIUNNELLS. .....eeeieee ettt et e e s re et e ereeeneesneeeeeneennens 66

Tabela 16: Niveis de FC (bpm) antes e apds a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos
normonutridos pré-tratados com veiculo (NV) ou com Carbamazepina na dose de
50mg/Kg (NCBZ). *; Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pos-
teste de Bonferroni) e #; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pos-
TESEE 08 DIUNNELES) ... ettt bbbttt bbbttt 67

Tabela 17: Niveis de PAM (mmHg) antes e ap06s a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
desnutridos pré-tratados com veiculo (DV) ou com Carbamazepina na dose de 50mg/kg
(DCBZ). *; Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pos-teste de
Bonferroni) e #; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pés-teste de
DUNNELES) ...ttt ettt et et e st e et e s aeesbeebeereesbeenbeeneesaeeeeanee e 68

Tabela 18: Niveis de FC (bpm) antes e ap0s a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos desnutridos
pré-tratados com veiculo (DV) ou com Carbamazepina na dose de 50mg/kg (DCBZ).*;
Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pos-teste de Bonferroni) e
#; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pOs-teste de
DUNNELES)....e ettt ettt et e et e et e e sbe e e be e s bbeesbeesbeeenbeesteeeteenneeenes 68

Tabela 19: Tempo de sobrevida (min) apds a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) ou Carbamazepina
50mg/kg (NCBZ, DCBZ).*; Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; estimativa de
Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparacdo entre as
(0012 L) RO SUPPR 69

Tabela 20: Niveis de PAM (mmHg) antes e apo6s a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Prazosin (NP,DP).**; Diferenca estatistica
entre os grupos no periodo PZS (p<0,05; Teste t- ndo pareado);*; Diferenca estatistica
entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; Pés teste de Bonferroni); *, Diferenca estatistica
intra-grupo (p<0,05; Anova One-way, pds-teste de DUNNett)...........ccoevverereinicncnieines 69

XVi



Tabela 21: Niveis de PAM (mmHg) ap6s a inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) e com Prazosin
(NP,DP). *; Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; Pds teste de
210 1 =T o] o) TSSO SRS 70

Tabela 22: Niveis de FC(bpm) antes e ap0s a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Prazosin (NP,DP). *; Diferenca estatistica
entre os grupo (p<0,05; Anova two-way; P6s teste de Bonferroni);”, Diferenca estatistica
intra-grupo (p<0,05; Anova One-way, pos-teste de
DUNNELL). .ttt ettt e s e s be et e e seeebe e be e s besneenbeeneeereenbeenne s 71

Tabela 23: Niveis de FC (bpm) apds a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) e com Prazosin (NP,DP). *; Diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; Po6s teste de
BONTEITONI) ...ttt e e et e e e reenteeneesreenneas 72

Tabela 24: Tempo de sobrevida (min) apds injecdo i.c.v. de TSTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados pré-tratados com Veiculo (NV, DV) ou com
Prazosin (NP, DP). *; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo (NV); (p<0,05; estimativa
de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparacdo entre as
(o101 Y7 ) SO SOSP 73

Tabela 25: Niveis de PAM (mmHg) antes e ap06s a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Metil-atropina (NM,DM). *; Diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; P6s teste de Bonferroni); *, Diferenca
estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova One-way, pos-teste de
D011 1 PO SRS STRSSRSN 73

Tabela 26: Niveis de PAM (mmHg) ap6és a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) e com Metil-atropina
(NM,DM). *; Diferenca estatistica entre os grupos Desnutrido Veiculo e Desnutrido Metil
(p<0,05, Anova two-way; P0s teste de BONferroni)..........ccceecevveiicieiicie e, 74

Tabela 27: Niveis de FC (bpm) antes e apds a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Metil-atropina (NM,DM). *; Diferenca
estatfstica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; Pés teste de Bonferroni); *, Diferenca
estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova One-way, poOs-teste de
DUNNELL). ..ttt et st e et e e e se e et e e sae e e be e s beeebeesaeeanbeeareeanneeas 75

Tabela 28: Niveis de FC (bpm) apds a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) e com Metil-atropina (NM,DM). *;
Diferenca estatistica entre os grupos Desnutrido Veiculo e Desnutrido Metil (p<0,05,
Anova two-way; P6s teste de BONTEITONI)..........ccccevivcieievcviicccceccce e 76

Tabela 29: Tempo de sobrevida (min) apos a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos
Normonutridos Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) ou com Metilatropina
(NM, DM). *; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo (NV), (p<0,05; estimativa de
Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparagdo entre as
CUPVBS. ...ttt ettt s ekt e st eh e e s e R e e st e R e e a e e R e e Rt e R et e R e e e nn e e n e e anr e e re e e nn e e nne e s 77



LISTA DE ABREVIATURAS

a.a
AP

AS
BHE
bpm
CBz
CEUA
CG
CSDVs
CVLM
Da
DCBz
DM

DP

DV

DV
ECG
FC
HDM

i.c.v.

Aminoécidos

Antero-posterior

Soro antiescorpidnico

Barreira Hematoencefélica
Batimentos por minuto
Carbamazepina

Comissdo de Etica de Uso Animal
Cénula-guia

Canais para Sédio dependentes de voltagem
Bulbo caudoventrolateral

Daltons

Grupo Desnutrido Carbamazepina
Grupo Desnutrido Metil-atropina
Grupo Desnutrido Prazosin
Dorso-ventral

Grupo Desnutrido Veiculo
Eletrocardiograma

Frequéncia Cardiaca

Hipotalamo Dorsomedial
Intracerebroventricular

Intramuscular

Xviii



LL
mmHg

NCBZ

NCBZ100

NCBZ50
NCBZ75
NM

NP

NTS

NV

p/v

PAG
PAM
PBS

PE

PPG
PVN
PZS
RVLM

S.C.

Intraperitoneal
Intravenoso
Latero-lateral
Milimetros de mercario

Grupo Normonutrido Carbamazepina

Grupo Normonutrido Carbamazepina (100 mg/kg)

Grupo Normonutrido Carbamazepina (50 mg/kg)
Grupo Normonutrido Carbamazepina (75 mg/kg)
Grupo Normonutrido Metil-atropina

Grupo Normonutrito Prazosin

Ndcleo do Trato Solitario

Grupo Normonutrido Veiculo

Peso por volume

Substancia Cinzenta Periaquedutal

Pressdo Arterial Média

Salina tamponada com fosfato (pH: 7,2)

Tubo de polietileno

Propilenoglicol

Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

Prazosin

Bulbo rostroventrolateral

Subcutaneo

XiX



SC
SNA
SNC
SNP
SNS
TiTX-y
TsTX
TsTX1
TsTX2
TsTX3
UFMG
UFOP
VEC
VEC/ CBz

VLE

Sistema Cardiovascular

Sistema Nervoso Autdbnomo
Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Parassimpatico
Sistema Nervoso Simpatico

Toxina Gama (J3-toxina)
Tityustoxina (o-toxina)

Inicio do registro do Periodo TsTX
Meio do registro do Periodo TsTX
Final do registro do Periodo TsTX
Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Ouro Preto
Periodo Veiculo

Periodo Veiculo ou CBZ

Ventriculo Lateral Esquerdo

XX



RESUMO

A Sindrome do envenenamento escorpidnico constitui um problema de saude
pablica mundial, com prevaléncia alta em paises subtropicais, principalmente na faixa
etaria infantil. A Tityustoxina (TsTX), alvo deste estudo, é uma das principais toxinas
extraidas do veneno bruto do T. serrulatus e possui toxicidade elevada. Liga-se ao sitio Il
dos canais para sddio dependentes de voltagem (CSDVSs), retarda o processo de inativagdo
destes canais, aumenta a permeabilidade da membrana ao sédio e, consequentemente,
eleva a excitabilidade celular. Ha indicios de que as alteracfes cardiovasculares observadas
no envenenamento grave decorrem da acdo direta destas toxinas sobre o sistema nervoso
central (SNC). Adicionalmente, é sabido que alguns fatores, como a salde prévia do
paciente, podem influenciar na sintomatologia do escorpionismo. Neste contexto, a
desnutricdo também € uma sindrome de importancia epidemioldgica mundial que acomete,
principalmente, criangas em paises em desenvolvimento. Dados prévios do nosso grupo de
pesquisa mostraram que ratos desnutridos apresentam alteracBes nos mecanismos de
controle cardiovascular. Assim, a hipétese de que a desnutricdo pode ser um fator
modificador da acdo central da TsTX e de seus efeitos decorrentes torna esse modelo um
importante instrumento para o entendimento fisiopatoldgico do escorpionismo. Esse
trabalho objetiva avaliar os efeitos da injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de TsTX sobre
o Sistema Cardiovascular (SC) de ratos Fischer submetidos a desnutricdo protéica. Os ratos
(n=69) foram divididos em dois grupos: Normonutrido e Desnutrido, que receberam,
respectivamente, 15% e 6% de proteina na dieta. Os animais foram submetidos ao implante
de canulas-guia no Ventriculo Lateral Esquerdo para a microinjecdo de TsTX e ao
implante de cateteres femorais (venosos e arteriais) e eletrodos, para a infusdo de drogas e
aquisicdo dos valores de pressdo arterial média (PAM) e de frequéncia cardiaca (FC). Os
resultados mostraram que a desnutricdo protéica reduziu o peso corporal e aumentou 0S
niveis basais de PAM e FC. A microinjecdo de TsTX (1,74 pg/uL) induziu o aumento de
PAM em ambos os grupos, embora este aumento tenha sido menor e ocorrido com maior
laténcia no grupo Desnutrido. Adicionalmente, elevou a FC apenas no grupo
Normonutrido, mas provocou 6bito em 100% dos animais dos dois grupos. Contudo, o
Grupo Desnutrido apresentou maior sobrevida. O blogueio dos CSDVs com
Carbamazepina (50mg/kg; i.p.) atenuou o aumento de PAM evocado pela TsTX e
aumentou a sobrevida apenas dos animais normonutridos. O bloqueio dos receptores al-
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adrenégicos com Prazosin reduziu os niveis basais de PAM nos dois grupos, sendo essa
reducdo mais acentuada nos ratos desnutridos. No entanto, aumentou os niveis basais de
FC apenas no grupo Normonutrido. Ja o bloqueio dos receptores muscarinicos com Metil-
atropina ndo modificou os niveis basais de PAM em nenhum grupo, mas aumentou a FC
basal no grupo Normonutrido. Adicionalmente, alterou o perfil das respostas pressora e
cronotrépica cardiaca resultantes da acdo da TsTX (maior aumento de PAM e elevacdo da
FC), exclusivamente no grupo Desnutrido. Contudo, os bloqueios autondmicos nao
alteraram a sobrevida dos animais. Finalmente, estes resultados sugerem que a desnutrigdo
atenua a sintomatologia decorrente da acdo direta da TsTX sobre o SNC, provavelmente,
devido a diminuicédo dos sitios de ligacdo (CSDVSs) para a toxina. Sendo assim, a gravidade
dos sintomas evocados pela injecdo i.c.v. de TsTX pode estar estreitamente relacionada a

intensidade com que esta toxina age sobre o SNC.
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ABSTRACT

The scorpion envenomation syndrome is a public health matter in tropical regions
around the world, mainly in children. The Tityustoxin (TsTX), the target of our study, is
one of the main toxins extracted from the T. serrulatus scorpion venom. It binds to the site
I11 of the voltage-gated sodium channels (VGSC), slowing its inactivation and increasing
the membrane permeability to sodium and cellular excitability. There are evidences that
the cardiovascular changes observed in severe scorpion envenomation result from the
direct action of these toxins on the central nervous system (CNS). Additionally, it is known
that some factors as the patient's previous health may influence scorpion symptoms. In this
context, undernutrition is also an important global epidemiological syndrome that mainly
affects children in developing countries. Previous data from our laboratory have shown
that undernourished rats present changes in cardiovascular control mechanisms. Thus, we
hypothesized that undernutrition may be a modifying factor for the TsTX central action
and its effects makes the undernutrition model an important tool to understand the scorpion
envenomation. The objective of this work was to assess the effects of TsSTX injection in
left lateral ventricle (LLV) on the Cardiovascular System (CS) of Fischer rats submitted to
protein restriction diet. Rats (n=69) were divided into two groups: Wellnourished and
Undernourished groups, which received, respectively, 15% and 6% of protein in the diet
composition. Animals were submitted to guide cannulae implantation into the LLV for
TsTX microinjection, femoral catheters (arterial and venous) and electrodes implantation
for drugs infusion and mean arterial pressure (MAP) and heart rate values acquisition
(HR). Our results showed that the undernutrition model reduced the body weight and
increased the MAP and HR baseline values. The TsTX microinjection (1.74 pg/uL)
induced a MAP increase in both groups, although this increase was smaller and occurred
with higher latency in the Undernourished group. Moreover, the TsTX induced a HR
elevation only in the Wellnourished group. It induced death in 100% of the animals from
both groups. Nevertheless, the Undernourished group had a greater survival time. The
VGSC blockade with Carbamazepine (50mg/kg, i.p.) attenuated the MAP increase evoked
by TsTX microinjection and increased the survival time only in Wellnourished group. The
al- adrenergic receptors blockade with Prazosin (1mg/kg/mL; i.v.) reduced MAP basal
levels in both groups, mainly in the Undernourished rats. However, there was an increase

in HR basal levels only in Wellnourished group. On the other hand, the muscarinic
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receptors blockade with methyl-atropine (1mg/kg/mL; i.v.) did not affect MAP basal levels
in both groups, although there was an increase in HR only in the Wellnourished group.
Additionally, it changes the pressor and chronotropic cardiac responses profile resulting
from the TsTX action (higher increase in MAP and HR elevation), exclusively in
Undernourished group. Besides, the blockade with both drugs did not modify the survival
rate in neither group. Finally, these results suggest that the protein restriction attenuates the
manifestations resulting from TsTX action on CNS, probably due to a reduction in biding
sites (VGSCs) for TsTX. Thus, the severity of symptoms evoked by TsTX injection in
LLV may be closely related with the intensity which this toxin acts on CNS.
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1-INTRODUCAO
1.1-Escorpionismo

1.1.1- Epidemiologia

O escorpionismo, ou sindrome do envenenamento escorpidnico, configura um
relevante problema de salde publica mundial, devido a sua elevada incidéncia e potencial
gravidade dos sintomas (Ministério Da Saude, 2009a).

Esse tipo de acidente ocorre principalmente em paises tropicais, onde o clima
quente e umido favorece a proliferacdo dos escorpibes. No Brasil, a ocorréncia do
escorpionismo é elevada. De carater predominantemente urbano, sua incidéncia elevou-se
nos Gltimos anos, particularmente nas regides Nordeste e Sudeste, apresentando mais de
35.000 acidentes em 2005 (um aumento de 55% em relacdo a 2004). Apenas em 2006,
ocorreram mais de 38.000 notificagdes, com coeficiente de incidéncia de aproximadamente
21 cas0s/100.000 habitantes, sendo o estado de Minas Gerais o recordista de notificagdes
com quase 10.000 casos (Tabela 1) (Ministério Da Salde, 2009a). De forma semelhante,
as notificacBes nacionais ultrapassaram 37.000 casos em 2008 (Ministério Da Salde,
2009b).

Grande parte das ocorréncias apresenta evolugdo benigna. Entretanto, apesar do
discreto indice nacional de letalidade (0,08%), as manifestacdes graves e o Obito se tornam
preocupantes na faixa etaria pediatrica. Criancas abaixo de 10 anos exibem maior risco de
evoluir para o 6bito (0,7%). Dos 86 Obitos registrados em 2008, 52,3% corresponderam a
menores de 14 anos (Ministério Da Salude, 2009b). Adicionalmente, Fan et al relataram
gue 0s casos graves e 0bitos, frequentemente, estdo associados a menores de 6 anos (Fan et
al., 1994). Sendo assim, as criangas representam um grupo vulneravel a um progndstico

ruim.



aAM 200 6,0
RR 34 B4 - -
PA, 1.268 17,8 3 0,24
AP 145 24,2 - -
TO 216 16,2 1 0,46
MA 15% 2,6 - -
Pl 297 9,8
CE 555 6,8 - -
RM 1.8581 51,0
PE 859 24,8 - :
PE 6.859 81,1 1 0,01
AL 2.586 84,8 - -
SE 131 i85
BA 6.041 43,3 12 0,2
MG 5855 51,1 10 0,1
ES 757 21,8 . ;
Rl 238 1,5
SP 4576 11,1 1 0,02
FR 581 54
sC 149 2,5 - -
RS 55 0,5
MS 160 7,0 - :
MIT 321 11,2 1 0,31
GO 761 13,3 - -
DF 122 5.1

Erasil 38.878 20,8 30 0,08

Tabelal: Epidemiologia do Escorpionismo (2006): nimero de casos, incidéncia (x 100.000 hab.), ébitos e
letalidade por UF. Fonte: Manual de Controle de Escorpides. Ministério da Salde; 20009.



1.1.2- Quadro Clinico, Classificacdo e Tratamento

As manifestagdes clinicas podem ser divididas em locais ou sistémicas. Dentre as
manifestacdes locais, a mais comum € a dor cuja intensidade depende da sensibilidade
individual e da quantidade de veneno inoculado (Hering et al., 1992). Também podem
ocorrer parestesias (sensagdo cutanea subjetiva: frio, calor, formigamento, pressdo, etc.),
hiperemia, edema, sudorese localizada, além de piloerecdo. Estas manifestacoes
apresentam duracdo de até 24 horas, embora o quadro mais intenso ocorra nas primeiras
horas apds o acidente. Ja& as manifestacdes sistémicas, como sudorese profusa, agitacdo
psicomotora, tremores, nduseas, vomitos, sialorréia, hipertensdo ou hipotensdo arterial,
arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca congestiva, edema pulmonar agudo e choque,
podem aparecer dentro de minutos a horas ap6s o envenenamento (Ministério Da Salde,
2001).

A classificagdo dos casos de envenenamento escorpidnico é realizada de acordo
com a gravidade dos sintomas, manifestacdes clinicas e tratamento instituido (Tabela 2).

Alguns fatores como idade e salde prévia do paciente, espécie do escorpido, contetdo
do veneno nas glandulas do artrépode, local e nimero de picadas, além da quantidade de
veneno inoculado influenciam a gravidade do envenenamento (Dehesa-Davila e Possani,
1994). Assim, o diagnostico e tratamento precisos sdo importantes para evolucao favoravel
do caso.

As abordagens utilizadas na terapia do envenenamento englobam o soro
antiescorpidnico (SA), cujo principal alvo terapéutico € neutralizar o veneno circulante,
além do tratamento sintomatico e suporte das funcdes vitais. Apesar da ampla utilizacdo
do SA, sua efetividade é questionada em funcdo das diferentes propriedades
farmacocinéticas apresentadas pelo veneno e seu antidoto (Gueron et al., 1992; Hamed,
2003). Enquanto as toxinas do veneno possuem baixo peso molecular, difundindo-se
rapidamente para os tecidos (meia-vida de distribuicdo de 4 a 7 minutos e meia-vida de
eliminacdo de 4,2 a 13,4 horas), as imunoglobulinas do soro possuem elevado peso
molecular, apresentando absorcdo e distribuicdo lentas (Abroug et al., 1999; Hamed,
2003). Assim, o SA parece ser eficaz somente quando administrado de forma precoce ap6s
a inoculacdo do veneno. Esse fator, associado a dificuldade de se encontrar o SA em
unidades de saude de menor porte, torna necessario a busca por outras medidas que sejam

eficazes no combate aos sintomas decorrentes do escorpionismo.



Quadro V
Acidentes escorpidnicos
Classificacao dos acidentes quanto a gravidade, manifestacées clinicas e
tratamento especifico

Soroterapia

Classificacdo Manifestacoes Clinicas (n° de ampolas)
SAEEs ou SAAr**

Leve* Dor e parestesia locais =

Dor local intensa associada a uma ou
mais manifestagdées, como nduseas,
Moderado vémitos, sudorese, sialorréia discretos, 2a3

agitagéo, taquipnéia e taquicardia. v
Além das citadas na forma moderada,
presenca de uma ou mais das seguintes
manifestagdes: vomitos profusos e
4ab v

incoerciveis, sudorese profusa, sialorréia
intensa, prostracdo, convulséo, coma,
bradicardia, insuficiéncia cardiaca,
edema pulmonar agudo e choque.

Grave

*  Tempo de observagio das criancas picadas: 6 2 12 horas.

** SAEEs = Soro antiescorpionico/SAAr = Soro antiaracnidico.

*4% Na maioria dos casos graves quatro ampolas sio suficientes para o tratamento, visto que neutralizam o veneno circulante
e mantém concentragdes elevadas de antiveneno circulante por pelo menos 24 horas apés a administragio da soroterapia.

Tabela 2: Acidentes escorpidnicos: Classificacdo, manifestacdo clinicas e tratamento. Fonte: Manual de
diagnostico e tratamento de acidentes por animais peconhentos. Ministério da Salde, 2001.

1.1.3- Principal agente causal: Tityus serrulatus

Os escorpides de importancia medica pertencem ao género Tityus, sendo o Tityus
serrulatus (Figura 1) considerado o de maior relevancia epidemiologica, devido
principalmente, ao seu potencial em causar envenenamentos graves (Cupo et al., 1994).

Esta espécie, que possui ampla distribuicdo regional, principalmente no Sudeste,
apresenta alta facilidade de proliferacdo (reproducéo por partenogénese: processo em que
0s ovulos desenvolvem-se no organismo materno sem a fertilizagdo pelo macho, o qual

inexiste na natureza), e elevada adaptacdo ao meio urbano (Ministério Da Saude, 2009b).



Figura 1: (A) Escorpido Tityus serrulatus e (B) T. serrulatus com filhotes no dorso. Fonte: Manual de
Controle de Escorpifes. Ministério da Saude; 2009.

1.1.4- Veneno e Toxinas do escorpiao Tityus serrulatus: composicao,
purificacdo e mecanismo de acdo

O veneno do escorpido Tityus serrulatus € composto por serotonina, histamina,
enzimas liticas (hialuronidases), lipides, nucleotideos, aminoacidos, além de peptideos
toxicos e ndo toxicos (Diniz e Gongalves, 1960).

A primeira purificagdo do veneno bruto foi realizada em 1966, por cromatografia
em gel de filtracdo, gerando duas fragGes toxicas (Gomez e Diniz, 1966). Uma delas foi
parcialmente caracterizada e, mais tarde, nomeada Tityustoxina (TsTX). Posteriormente, o
método proposto foi modificado e as fracdes passaram a ser purificadas por cromatografia
de troca ibnica (Sampaio et al., 1983).

As toxinas escorpidnicas atuam em canais ibnicos dependentes de voltagem (célcio,
cloreto, potassio e sodio) (Becerril et al., 1997), alterando a excitabilidade celular e a
propagacdo do impulso elétrico. Dentre elas, destacam-se duas principais neurotoxinas,
cujos alvos sdo os canais para sodio dependentes de voltagem (CSDVSs), considerados
componentes-chave na geracdo e propagacdo dos potenciais de acdo (Barhanin et al.,
1982). Estas neurotoxinas sdo classificadas como o ou B, de acordo com seu sitio
especifico de ligacao.

A TsTX é uma proteina basica, composta por 63 aminoacidos, cujo peso molecular

é estimado em 7200 Da (Sampaio et al., 1983). Classificada como a- toxina por se ligar ao
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sitio 111 dos CSDVs (Figura 2), retarda o processo de inativacdo, prorrogando o tempo de
abertura desses canais (Barhanin et al., 1982). Esta condi¢do aumenta a permeabilidade da
membrana ao soOdio, eleva a excitabilidade celular e acentua a liberacdo de
neurotransmissores, como glutamato, acetilcolina, GABA e dopamina, conforme
observado em vérias preparagdes teciduais (Dorce e Sandoval, 1994; Casali et al., 1995;
Massensini et al., 1998; Fernandes et al., 2004)

Figura 2: Topologia de um CSDV. (A) Subunidade a do canal, com seus 4 dominios (I a IV), cada um com
6 segmentos transmembrana (S1 a S6). (B) Poro do canal circundado pelos 4 dominios. (C) Sitios de ligag&o:
(3) sitiode ligacdo da TsTX, (4) sitio de ligacdo da TsTX-I. Fonte: adaptacao de (Denac et al., 2000).

A TiTX-y (toxina gama) é uma proteina basica, composta por 61 aminoacidos, cujo
peso molecular é de aproximadamente 6675 Da (Sampaio et al., 1983). Classificada como
[B-toxina por se ligar ao sitio IV dos CSDVs, aumenta a probabilidade de abertura desses
canais em potencias transmembranicos mais negativos. Assim, eleva a ocorréncia de
poténcias de agdo decorrentes de menores despolarizagdes da membrana e viabiliza
disparos espontaneos (Barhanin et al., 1982; Vijverberg et al., 1984).

O complexo TsTX-CSDV possui uma constante de dissociagdo (Kd) de
aproximadamente 30nM (Barhanin et al., 1982). Esse valor denota uma menor afinidade

da TsTX com o CSDV, quando comparado a TiTX-y, que possui uma constante de
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dissociacdo entre 2,3 e 5,5 pM. Contudo, venenos com concentragfes maiores de a- toxina
parecem ser mais letais (Kalapothakis e Chavez-Olortegui, 1997); por isso, optamos pela

utilizacdo da TsTX neste trabalho.

1.1.5-Ac¢do da TsTX sobre o Sistema Nervoso Central e Cardiovascular

A acdo central das toxinas escorpionicas tem sido negligenciada por alguns autores
devido ao entendimento de que os peptideos toxicos constituintes do veneno ndo seriam
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). De fato, pouca radioatividade foi
encontrada no encéfalo de ratos adultos submetidos a injecdo periférica de toxina marcada
(Ismail et al., 1974; Revelo et al., 1996).

Entretanto, outros trabalhos sugeriram a passagem destes peptideos toxicos através
da BHE. Clot-Faybesse et al. realizaram injecédo (s.c.) de toxina marcada com tecnécio-99
e a detectaram no SNC de camundongos neonatos (Clot-Faybesse et al., 2000). Nunan et
al. observaram aumento na permeabilidade da BHE a TsTX (8 vezes maior) em ratos
jovens comparados a adultos (Nunan et al., 2003). Mesquita et al constataram sintomas
classicos do envenamento escorpidnico grave (arritmias cardiacas graves, convulsdes,
edema pulmonar e ébito) em todos os ratos submetidos a injegéo i.c.v. de 1,74 ug de TsTX.
Também observaram que essa mesma dose, quando administrada perifericamente (i.v.),
ndo era capaz de promover tais sintomas (Mesquita et al., 2003). Ap0s injecdo i.c.v., estes
mesmos pesquisadores encontraram toxina marcada com ALEXA corante fluorescente
AF568 ligada a neurdnios do NTS, bem como neur6nios adjacentes ao sistema ventricular
(Mesquita, 2002). Esses dados indicam a sensibilidade do SNC a acdo da TsTX.

Além disso, a administracdo intramuscular (i.m.) de fenobarbital, agonista
gabaérgico, foi eficiente em bloquear o edema pulmonar induzido pela microinjecédo de
TsTX i.c.v. (Mesquita et al., 2002). A administracdo de lignocaina, bloqueador dos
CSDVs, atenuou os sintomas e diminuiu a letalidade ap6s o envenenamento escorpiénico
em coelhos (Fatani et al., 2000). Em ratos tratados com carbamazepina, bloqueador de
CSDVs, e injetados (i.c.v.) com TsTX, foi observado menor indice de edema pulmonar,
além de arritmias cardiacas menos graves, que ocorreram com maior laténcia (Guidine et
al., 2008c) . Em ratos jovens, a injecédo s.c. de TsTX gerou descargas epileptiformes de

alta amplitude no NTS (importante nucleo bulbar de controle cardiovascular), as quais
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correlacionaram-se a alteracOes eletrocardiograficas, como: bloqueios atrioventriculares de
diferentes graus, batimentos ectopicos, bradicardia ou taquicardia sinusal e despolarizacéo
atrial e ventricular prematura (Guidine et al., 2009).

Estas informacdes, agregadas a observacGes clinicas que ressaltam a
vulnerabilidade de criangas aos sintomas graves e Obito, sugerem um importante
envolvimento do SNC na génese das manifestacOes sistémicas graves do escorpionismo.

Como ja mencionando, a sindrome do envenenamento escorpiénico compromete
outros sistemas além do SNC (Sistema Respiratorio, Sistema Imune, Sistema
Gastrointestinal, Sistema Cardiovascular (SC)).

As manifestacdes cardiorespiratérias sdo as principais causa mortis do acidente
escorpidnico (Bahloul et al., 2002), o que justifica estudos extensivos investigando o
envolvimento do SC no escorpionismo. AlteracGes cardiacas (arritmias e infarto) e
hemodindmicas sdo frequentes. Pode ocorrer hipertensdo de longa duragdo, principalmente
na faixa etdria pediatrica, a qual pode estar associada a faléncia cardiaca e edema
pulmonar. Hipotensdo arterial tardia, acompanhada de bradicardia intensa também é
comum (Gueron e Sofer, 1992). Tais efeitos, possivelmente, sdo exercidos pela
estimulagdo do Sistema Nervoso Autondémico (SNA), com predominio do Sistema
Nervoso Simpatico (SNS) e conseqliente liberacdo expressiva de catecolaminas (Yarom e
Braun, 1970). Estudos experimentais com microinje¢do i.c.v. de TsTX mostram
correlagcdes temporais entre disparos epileptiformes registrados na PAG (regido envolvida
em respostas simpatoexcitatorias) e um aumento da atividade simpatica cardiaca (Guidine,
2005).

Outras alteracBes cardiovasculares como: isquemia miocéardica, elevacdo sérica de
enzimas cardiacas e infarto do miocardio também podem ser evocadas pela TsTX (Teixeira
et al., 2001; Cupo e Hering, 2002; Mesquita et al., 2003).

Diante do exposto, a agdo da TsTX sobre 0 SNC e SC ¢ evidente e relevante.

1.2- O Sistema Nervoso Central e a regulacdo Cardiovascular

A funcdo primordial do Sistema Cardiovascular € manter, constantemente, a
pressdo arterial em niveis adequados sob diferentes situacdes, a fim de assegurar uma
perfusdo organica ideal. Parte dos ajustes cardiovasculares sdo realizados por meio do

Sistema Nervoso Autondmico (SNA), cuja atividade é gerada e modulada em varios
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nacleos do SNC. O SNA opera via neurbnios parassimpéaticos que inervam o coragéo, e
simpaticos que inervam vasos sanguineos, coragdo, rins e adrenais (Guyenet, 2006).

A atividade simpética € regulada por diferentes circuitos neurais. Mesmo em
repouso, as fibras vasomotoras simpaticas possuem um nivel de atividade basal (t6bnus
basal), o qual pode ser modificado por trés tipos de estimulos: 1) estimulos neurais
aferentes (via barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar); 2) estimulos
cognitivos (integrados no cortex); e 3) estimulos humorais (via 6rgdos circunventriculares
que ndo possuem BHE) (Tibirica, 2001). Este ultimo pode justificar o mecanismo pelo
qual a TsTX age sobre o0 SNC (Mesquita et al., 2003; Guidine et al., 2009).

As diferentes informacGes vindas da periferia sdo processadas no SNC com o
objetivo de produzir resposta autonémica apropriada de acordo com 0s ajustes necessarios
para o funcionamento do sistema circulatorio (Machado et al., 1997).

Algumas estruturas importantes para o controle cardiovascular, como o Hipotalamo
Dorsomedial (HDM), Nucleo Paraventricular do Hipotdlamo (PVN) e Nucleo do Trato
Solitario (NTS), se encontram adjacentes aos 6rgdos circunventriculares; sendo assim,
poderiam estar susceptiveis a acao de substancias presentes na circulacdo (Guyenet, 2006;
Price et al., 2008). Além disso, eles exercem infléncia direta ou indireta sobre outros
nacleos autondmicos, igualmente relevantes, como Substancia Cinzenta Periaquedutal
(PAG), o bulbo rostroventrolateral (RVLM), e o bulbo caudoventrolateral (CVLM).

O HDM envia projecdes para 0 NTS e para a PAG, que, por sua vez, comunicam-se
com a RVLM, uma regido envolvida principalmente na simpatoexcitacdo- considerada o
sitio de neurénios geradores do ténus simpéatico vasomotor (Fontes et al., 2006; Guyenet,
2006). O NTS também pode fazer conexdo indireta com a RVLM via PVN, além de enviar
projeces & CVLM (&rea simpatoinibitoria), e ao Nucleo Ambiguo, que, quando ativado,
estimula neurbnios pré-ganglionares parassimpaticos e promove o aumento do ténus vagal
para 0 coracdo (Machado et al., 1997). Assim, o NTS pode ser considerado a principal
estacdo sinaptica integradora das diferentes aferéncias cardiovasculares, as quais realizam
suas primeiras sinapses neste ndcleo (Palcovits e Zaborszky, 1974; Cirrielo et al., 1994) e,
a partir dele, se conectam a outras regifes de controle autondmico, como as areas
hipotalamicas e bulbares supracitadas.

Em funcdo da estreita correlacdo entre SNC e regulacdo cardiovascular, é relevante
investigar a participacdo deste sistema na génese das alteragdes cardiacas e hemodinamicas
decorrentes da acdo central da TsTX.



1.3-Desnutricdo
1.3.1- Definigao e Epidemiologia

A desnutricdo, uma sindrome de natureza clinico-social multifatorial, cujas raizes
se encontram na pobreza (Ministério Da Saude, 2005), é caracterizada por condigdes
patoldgicas decorrentes da deficiéncia de aporte, transporte ou utilizagdo de nutrientes
pelas células do organismo. Ainda hoje, a desnutricdo €, mundialmente, uma das causas de
morbidade e mortalidade mais comuns entre criancas. No Brasil, embora a prevaléncia da
desnutricdo na infancia tenha reduzido nas ultimas décadas, o percentual de Gbitos por

desnutricdo ainda é preocupante (cerca de 20%) (Ministério Da Saude, 2005).

1.3.2- Desnutricdo Experimental e seus efeitos sobre os sistemas
fisioldgicos

A utilizacdo de ratos em estudos de caréncias nutricionais apresenta bons
resultados, 0s quais se assemelham aos encontrados em humanos.

Ha vérias formas de induzir a desnutricdo experimental, como: aumento do nimero
de filhotes por ninhada durante o periodo de aleitamento (Bell e Slotkin, 1988); diminuicéo
do contetdo protéico oferecido a fémea no periodo da amamentacdo dos filhotes (Pedrosa
e Moraes-Santos, 1987); reducdo do teor de proteinas oferecido as fémeas gestantes
(Tonkiss et al., 1998); e diminui¢do do conteudo protéico da dieta pos-desmame (Agarwal
et al., 1981; Benabe et al., 1993; Tropia et al., 2001; Oliveira et al., 2004; Gomide, 2007;
Martins, 2007; Penitente et al., 2007; Rodrigues, 2008; Fortes, 2010). Este Gltimo modelo
corresponde ao adotado neste trabalho.

A desnutricdo protéica é prejudicial, haja vista que as proteinas fornecem
aminoéacidos (a.a.) que regulam as funcdes fisiologicas (Lehninger et al., 2005). Dos vinte
a.a. constituintes das proteinas, nove sdo essenciais (ndo séo sintetizados pelo organismo e
devem ser adquiridos pela dieta); portanto, o suprimento adequado de proteina € essencial
para a manutencdo da integridade organica.

Estudos experimentais ttm mostrado que a desnutricdo pré e pds-natal podem levar
a diversas alteracdes, como: limitagdo da expectativa de vida, diminuigdo do peso corporal,

hipoalbuminemia, deplecdo de massa muscular, modificacdo na composicao lipidica do
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sangue, aterosclerose, alteracGes dos niveis de pressdo arterial, prejuizo da fungéo renal
com reducdo do numero total de néfrons, diminuicdo da atividade de renina plasmatica e
da taxa de filtracdo glomerular, além do aumento da resisténcia vascular intra-renal e do
numero de receptores do tipo AT1 tanto no cortex quanto na medula renal (Benabe e
Martinez-Maldonado, 1993; Almeida et al., 1996; Lucas et al., 1997; Lucas, 1998; Do
Carmo Pinho et al., 2003; Langley-Evans e Sculley, 2006).

A desnutricdo protéica também afeta o SNC. Em modelos de desnutricdo pos-
desmame, foram observados prejuizos na atividade de diversas enzimas cerebrais
relacionadas ao metabolismo do glutamato, além de reducdo nas concentra¢des de diversos
amino&cidos como o acido aspartico, glutdmico e alanina no cérebro de ratos (Agarwal et
al., 1981). A reducdo da mielinizacdo (Reddy et al., 1979) e de seus constituintes
(colesterol, galactolipideos e fosfolipideos) também foram observadas (Egwim et al.,
1986). Adicionalmente, a caréncia protéica a longo prazo induziu a diminui¢do no numero
de neurdnios e na formagao de sinapses no hipocampo (Lukoyanov e Andrade, 2000).

Outros trabalhos demonstraram que a desnutricdo também acomete o SNA. Leon-
Quinto et al sugeriram um aumento da atividade simpatica e diminuicdo da atividade
parassimpatica em ratos submetidos a desnutricdo protéica péds-desmame apds
evidenciarem um prejuizo do potencial secretorio das células B pancreaticas (Leon-Quinto
et al., 1998). Alteragdes no mecanismo de regulacéo da liberacdo central de noradrenalina,
com conseqiiente aumento deste neurotransmissor no cortex cerebral também foram
observadas (Benabe et al., 1993; Belmar et al., 1996). Estudos realizados em nosso
laboratério demonstraram alteracbes nos mecanismos de controle do sistema
cardiovascular frente a desnutricdo protéica. Observamos aumento do tdnus simpatico
vasomotor, da sensibilidade do barorreflexo e do reflexo Bezold-Jarisch (Tropia et al.,
2001), elevacdo dos valores basais de frequéncia cardiaca (FC) e pressdo arterial média
(PAM) e da variabilidade desses parametros quando analisados no dominio do tempo
(Oliveira et al., 2004), modificacbes no ganho do barorreflexo antes e apds blogueios
autondémicos, além de alteracdo no periodo de laténcia da resposta barorreflexa (Loss et al.,
2007). Também constatamos um aumento da responsividade do quimiorreflexo (Penitente
et al., 2007), aumento da atividade eferente simpética e reducdo da atividade eferente
parassimpatica cardiaca apos bloqueio autonémico (Martins, 2007). E ainda, dados nao

publicados evidenciaram resposta pressora aumentada em baixas concentragdes de L-
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glutamato, sugerindo uma sensibilidade aumentada nos neurénios do bulbo
rostroventrolateral (RVLM) (Rodrigues, 2008).

Portanto, a desnutricdo protéica pds-desmame afeta os sistemas como um todo
prejudicando, sobretudo, 0 SNC, o SNA e o SC. Este comprometimento nutricional, além

de alterar o funcionamento organico, pode favorecer a instalagéo de quadros insalubres.

1.4- Escorpionismo vs. Desnutricao

Embora o Escorpionismo e a Desnutricdo sejam sindromes frequentes e
preocupantes em areas com baixo indice sdcio-econdmico, principalmente na faixa etaria
infantil, poucos estudos abordam essa interface.

Alguns estudos sugeriram diferencas no mecanismo de acdo central da toxina gama,
mostrando que a (TiTX-y) estimulou menor liberacdo de glutamato (Barbosa, 2007) e de
acetilcolina (Silva, 2008) no SNC de ratos desnutridos. Também foi constatado menor
acumulo de TiTX-y no encéfalo destes animais, apds esta B-toxina atravessar a BHE,
qguando comparado a animais normonutridos (Silva, 2008). Entretanto, nenhum estudo
explorou a ac¢do da TsTX (o- toxina relacionada a maior letalidade) em animais
desnutridos.

Portanto, considerando os indicios de que as manifestagdes cardiovasculares
presentes no envenenamento escorpidnico grave decorrem da agdo direta de neurotoxinas
no SNC, aliado ao fato de que a desnutricio promove alteracBes centrais e
cardiovasculares, hipotetizamos que a desnutri¢cdo protéica é capaz de modificar a acdo
central da TsTX e seus efeitos sobre 0 SC, interferindo na sintomatologia e vulnerabilidade
ao Obito. Assim, o0 modelo de desnutrigdo torna-se um importante instrumento de estudo

para o entendimento fisiopatoldgico do escorpionismo.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral:

Avaliar o efeito da microinjecdo intracerebroventricular (i.c.v.) da toxina
escorpibnica (TsTX) sobre o Sistema Cardiovascular de ratos Fischer submetidos a
desnutricdo protéica.

2.2 — Objetivos Especificos:

v" Auvaliar o efeito da microinjecdo i.c.v. da TsTX sobre a PAM, FC e sobrevida de
ratos normonutridos e desnutridos.

v' Testar o efeito de diferentes doses de Carbamazepina sobre as manifestacoes
cardiovasculares desencadeadas pela microinjecdo i.c.v. da TSTX e sobrevida de
ratos normonutridos.

v Avaliar os efeitos da Carbamazepina sobre as respostas cardiovasculares (PAM e
FC) e sobrevida de ratos normonutridos e desnutridos submetidos a microinjecdo
i.c.v. daTsTX.

v" Investigar a participacdo das subdivisdes do Sistema Nervoso Autondmico na

génese das respostas cardiovasculares (PAM e FC) e sobrevida de ratos
normonutridos e desnutridos submetidos a microinjecao i.c.v. da TsTX.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 — Modelo Animal

Neste trabalho, utilizamos 69 ratos Fischer fornecidos pelo Laboratério de Nutri¢ao
Experimental, da Escola de Nutrigdo da UFOP-MG. Os animais foram mantidos em um
biotério anexo ao Laboratério de Fisiologia Cardiovascular, em regime de temperatura
controlada (23 + 1°C), ciclo de 12 horas claro (a partir de 7hs da manhd) e 12 horas escuro
e livre acesso a gua e a dieta.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica de Uso
Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA-UFOP), através do protocolo
namero 2009/12. Todas as normas estabelecidas por esta comissdo foram respeitadas, de
forma a minimizar o sofrimento dos animais durante os experimentos. Além disso, 0 n de
cada grupo foi reduzido ao méximo, sem comprometer a confiabilidade das analises
estatisticas. Para tanto, sempre que possivel, cada rato foi utilizado como controle dele

mesmo.

3.2 — Metodologia da Desnutricao

Apo6s o desmame, realizado com 28 dias, os animais foram divididos em dois
grupos:
1) Normonutrido: alimentado com dieta comercial Labcil/Socil® (dieta controle),
contendo 15% de proteina.
2) Desnutrido: alimentado com dieta semi-purificada (dieta para desnutri¢do),
contendo 6% de proteina.
Ambos os grupos receberam suas respectivas dietas por 35 dias. Apos esse periodo,
os animais foram utilizados para experimentagdo por no maximo sete dias - periodo em
que continuaram recebendo a dieta previamente determinada. O cronograma da

metodologia de desnutri¢do esta representado na Figura 3.
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21 dias 28 dias 35dias 7 dias

Dieta
15% ou 6% de proteina

Gestagéo Amamentagéo Experimentos

Figura 3: Cronograma da metodologia de desnutricdo protéica. Ap6s o nascimento, os animais foram
amamentados por um periodo de 28 dias. Em seguida, foram divididos em dois grupos: normonutrido (dieta
com 15% de proteina) e desnutrido (dieta com 6% de proteina) por um periodo de 35 dias. Ap6s esse
periodo, os animais foram utilizados para experimentacéo dentro de um periodo de, no maximo, 7 dias.

3.3 — Composicao Quimica da Dieta para Desnutrigcdo

Uma vez que, utilizamos ratos como modelo animal, e estes sdo roedores, optamos por
“pelletizar” a dieta de desnutrigdo. Para a formagao dos pellets desta dieta, utilizamos uma
solucdo do Polimero Polivinilpirrolidona 10% em &lcool absoluto, misturada na seguinte
proporcdo: 115ml/ 250g de racdo (pd). Os pellets secaram por 48 horas, a temperatura
ambiente, para completa remocdo do alcool. A composi¢do quimica da dieta de desnutrigao

esta representada na Tabela 3.

Tabela 3: Composicéo quimica da dieta para desnutrigdo (g/100g de dieta)

Ingredientes Quantidade (g/100g de dieta)
Proteina (caseina) 6
Amido de Milho 79
Oleo de Soja 8
Sais Minerais 5
Vitaminas® 1
Fibra (Celulose) 1
Teor Calorico 412 Kcal

"Mistura de minerais (g/Kg de mistura): NaCl — 139,3 / KI — 0,79 / MgSO,.7H,0 — 57,3 / CaCO; — 381,4 /
MnSQO,4.H,0 — 4,01 / FeSO,4.7H,0 — 27,0 / ZnSO,4.7H,0 - 0,548 / CuS0O,.5H,0 - 0,477 / CoCl,.6H,0 — 0.023
/ KH,PO, - 389,0.

*Mistura de vitaminas (g/Kg de mistura): Acetato de retinol — 0,6 / Colecalciferol — 0,005/ Acido p-
aminobenzdico — 10,00 / I-Inositol — 10,00 / Niacina — 4,00 / Pantotenato de calcio — 4,00 / Riboflavina —
0,80/ Tiamina HCI — 0,50 / Piridoxina HCI — 0,50 / Acido félico — 0,20 / Biotina — 0,04 / Vitamina B12 —
0,003 / Sacarose — g.s.p. 1000. / Colina — 200,0 / a-Tocoferol — 6,7.
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3.4 - Preparo de drogas/substancias utilizadas

PBS (Salina tamponada com fosfato; pH 7,2): solugdo preparada pela diluigéo de
8,189 de NaCl P.A., 1,98 g de Na;HPO,.7H,O P.A. e 0,26 g de NaH,PO,.H,O P.A.
(Synth, LABSYNTH Produtos para Laboratorios Ltda, Diadema, SP) em agua ultra-
purificada (Milli — Q®) g.s.p. 1000,0 mL. Ajustou-se o pH da solugdo para 7,2 com
solugdes de HCI e NaOH, conforme necessidade. A solugdo foi esterilizada por
autoclavacdo 120°C e 1,0 Kg/cm? durante 15 minutos, conforme protocolo em vigor no

Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular.

Anestésico (Solucdo de Ketamina + Xilazina): solucdo preparada pela adigdo de 2
mL de Xilazina 2% (p/v) a 10 mL de Ketamina 10% (p/v). Utilizada da seguinte forma:
dose (ketamina: 80mg/kg ; Xilazina: 7mg/kg ) e volume (0,1mL/100g de animal; i.m.).

Antiinflamatério [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]: empregado com o objetivo de
reduzir inflamacdo e dor decorrente dos procedimentos cirurgicos. Utilizado da seguinte

forma: dose (4mg/Kg) e volume (0,1 mL/100g de animal; i.m.).

Antibidtico (Pentabiotico Veterinario): utilizado na prevencdo de infeccbes, na
seguinte dose: 48.000Ul de penicilina, 20mg de estreptomicina e 20mg de

diidroestreptomicina/kg. Volume injetado: 0,1 mL/100g de animal; i.m..

Toxina escorpionica (TsTX): obtida a partir do veneno bruto do escorpido brasileiro
Tityus serrulatus, de acordo com metodologia descrita por (Sampaio et al., 1983).
Fornecida pelo Prof. Dr. Tasso Moraes-Santos, do Laboratorio de Nutricdo Experimental
(LNE) da Faculdade de Farmacia da UFMG. A toxina liofilizada foi diluida em PBS e sua
concentracdo foi determinada por espectrofotometria, com absorbancia medida em 280nm,
em duplicata, para diluigdes de 1/50 e 1/25. A constante de conversao utilizada (0,48) foi
obtida pelo método de dosagem de proteinas descrito por (Lowry et al., 1951). Tal
metodologia encontra-se descrita com maiores detalhes no trabalho de (Massensini, 1996).
A toxina foi entdo diluida em PBS ate atingir a concentracdo utilizada neste trabalho (1,74

pg/ul), separada em aliquotas de 10 pl e mantida congelada a -4°C.
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Carbamazepina (bloqueador de canais para sédio dependentes de voltagem):
obtida em p6 (MPBIo), e diluida em propilenoglicol e PBS, na propor¢do de 60/40.
Utilizada da seguinte forma: doses (50, 75 e 100mg/Kg) e volume (0,1 mL/100g de animal,

i.p.).

Prazosin (antagonista de receptores a;- adrenérgicos): a solucdo foi preparada
dissolvendo-se 10 mg de cloridrato de prazosina em 10 mL de PBS. A solucdo foi
protegida da luz para evitar degradacao, dividida em aliquotas de 1 mL e armazenada em
tubos de polietileno Eppendorf, a -20°C até o momento do uso. A dose utilizada foi de
1mg/kg, volume de 0,1mL/100g de peso do animal; i.v..

Metil-atropina (antagonista de receptores muscarinicos): a solucdo estoque foi
preparada dissolvendo-se 10 mg de Brometo de metil-atropina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) em 10 mL de salina (dose 1mg/Kg). A solucéo foi protegida da luz para
evitar degradacdo, dividida em aliquotas de 1 mL armazenada em tubos de polietileno
Eppendorf, a -20°C até o momento do uso. Foi injetada na dose de 1mg/kg, volume de
0,1mL/100g de peso do animal; i.v..

3.5- Confeccdo de Canulas-guia, agulha de implantacdo e
agulha injetora

A canula-guia (CG) i.c.v. foi confeccionada utilizando-se agulha 25x6, ajustada até o
comprimento de 10 mm, através de eletrocorroséo.

Para a confec¢do da agulha de implantagdo, utilizamos duas agulhas: a G30, que se
encaixa na canula-guia, e a 25x6, usada para fixar a agulha de implantacdo na torre do
estereotaxico. Depois de cortadas, a agulha G30 foi parcialmente introduzida e presa na
25x6 de forma que extremidade medisse 10 mm (mesmo comprimento da CG).

A agulha injetora foi confeccionada a partir da agulha G30 e ajustada a 11 mm através
de eletrocorrosdo. Assim, no momento da microinjecdo, a extremidade da injetora
permanecia 1mm abaixo da extremidade da CG, correspondendo ao sistema ventricular, de

acordo com as coordenadas utilizadas (ver item 3.8.1).
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3.6— Confeccdo de Canulas arteriais e venosas

Para a confeccdo das cénulas femorais, utilizamos tubos de polietileno PE-50
previamente conectados a tubos de PE-10 (Clai Adams, Parsipanny,NJ, EUA). As

dimensGes dos tubos foram ajustadas de acordo com o peso do animal (Tabela 4).

Tabela 4: Confeccdo de canulas femorais

Normonutrido Desnutrido

PES50 PE10 PES0 PE10
Artéria 16 cm 4 cm 12 cm 2cm
Veia 16 cm 2cm 12cm | 1,5cm

3.7— Confeccao de eletrodos para registro eletrocardiografico

Para a confeccdo dos eletrodos, utilizamos conectores RJ45 (Figura 4) de quatro
pinos, conectados a fios de cobre rigido.

12 3

Figura 4: Imagem representativa de um conector RJ45 conectado aos fios de cobre. Fio 1 — (V2), fio 2 -
(terra), fio 3 - (V1). O posicionamento dos fios esta descrito detalhadamente no item 3.8.2.
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3.8- Cirurgias

3.8.1- Implante de cénula-guia dirigida ao Ventriculo Lateral Esquerdo
(VLE)

Com o auxilio de um estereotaxico (Stoelting Co., Illinois, EUA), implantamos a CG
de 10 mm em diregdo ao VLE. Anestesiamos 0s animais com solucdo anestésica de
Ketamina e Xilazina (i.m.) e em seguida, administramos cetoprofeno (i.m.).
Posteriormente, tricotomizamos a regido entre os pavilhdes auditivos e os olhos, e
acomodamos e fixamos o animal ao aparelho estereotaxico. A regido tricotomizada foi
submetida a assepsia com PVPI degermante e, posteriormente, anestesiada com lidocaina
com vasoconstritor (Lidostesim 2%, 0,1 mL). A regido superior do cranio foi exposta e
lavada com PBS. A torre do estereotaxico foi angulada em zero e a cabega do animal
ajustada até que o Bregma e Lambda ficassem horizontalizados. Em seguida, realizamos as
leituras dos parametros antero-posterior (AP), latero-lateral (LL) e dorso-ventral (DV),
tomando-se como referéncia o Bregma. Determinamos os pardmetros utilizados para
atingir o VLE a partir do atlas estereotaxico (Paxinos e Watson, 1986): AP = -0,3 mm;
DV= - 24 mm; LL= + 1,2 mm. Utilizados esses mesmos pardmetros nos Grupos
Normonutrido € Desnutrido, uma vez os cérebros destes animais ndo diferem de tamanho
(ver item 4.1). Em sequéncia, introduzimos a canula-guia e fechamos a abertura cirtrgica
com resina odontologica (acrilico auto-polimerizante). Um parafuso Optico de aco
inoxidavel, previamente fixado, facilitou a adesdo do acrilico ao cranio do animal. Para
evitar a obstru¢do da canula-guia, introduzimos um mandril de ago inoxidavel de mesmo
comprimento. Feito isso, os animais foram submetidos a cuidados pos-operatérios (ver

item 3.8.3) e passaram por um periodo de recuperagdo entre 4 e 7 dias.

3.8.2- Implante de canulas femorais e eletrodos

Passado o periodo de recuperacdo, os animais foram novamente submetidos aos
procedimentos pre-cirdrgicos (sedacdo e anestesia) para a realizagdo do implante das
canulas femorais e dos eletrodos. Para melhor compreensdo, esse procedimento sera

descrito em duas etapas.
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Primeira etapa: tricotomia da regido inguinal, do dorso e do torax, seguida de
assepsia destes locais com PVPI degermante. Através de uma pequena incisdo na regiao
inguinal, o trigono femoral foi exposto (Figura 5), os vasos femorais identificados e
separados do nervo femoral. A canula arterial foi inserida na artéria femoral até a aorta
abdominal e, a canula venosa, inserida na veia femoral até a veia cava inferior. Em
seguida, as canulas foram exteriorizadas no dorso do animal com o auxilio de um pequeno
tubo de metal (trocater) — essa disposicdo permitiu o registro e a administracdo de drogas
com livre movimentacdo do animal. Terminado o procedimento, os locais de incisdo foram
suturados.

Segunda etapa: concluido o processo de cateterizacdo, foi realizado o implante de
eletrodo para o registro do ECG na regido do torax previamente tricotomizada. Foi
realizada uma incisdo longitudinal de aproximadamente 3 cm na regido do esterno. Através
da incisdo pelo dorso do animal, os fios identificados como 1 e 3 foram cuidadosamente
transpassados subcutaneamente proximo a axila esquerda e foram suturados junto a
musculatura peitoral. Os fios 1 e 3 foram suturados junto ao terco lateral dos musculos
peitorais esquerdo e direito, respectivamente. Os dois fios formaram uma linha na
horizontal, constituindo uma derivagdo do triangulo de Einthoven. O fio 2 remanescente,
ndo transpassado para a regido peitoral, foi fixado junto a musculatura da regido dorsal e
utilizado como fio terra (Figura 6).

Figura 5: As letras A e B ilustram, de forma esquematica, respectivamente: (A) Local de dissec¢do do
trigono femoral e (B) Isolamento da artéria (A) e veia femoral (V) e insercdo dos cateteres. Fonte: (Fortes,
2010).
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Figura 6: Desenho esquematico do implante de eletrodos para a aquisi¢cdo do sinal eletrocardiografico.
Fonte: (Fortes, 2010).

3.8.3- Cuidados pds-operatorios

Apds as cirurgias, os animais receberam o Pentabidtico Veterinario (Fort Dodge,
Sdo Paulo, Brasil - 0,1 mL/rato; i.m.) para cobertura antibiética profilatica. Os ratos foram
alocados em gaiolas individuais e mantidos sobre manta térmica até a passagem completa
do efeito do anestésico, a fim de evitar hipotermia. Posteriormente, os animais foram
mantidos na sala de experimentos sob condigdes de temperatura, luminosidade e niveis de
ruido controlados, com dieta de acordo com o protocolo previamente estabelecido e dgua
purificada ad libitum. Apds o Gltimo procedimento cirdrgico, eles se recuperaram por 24hs
antes do experimento de aquisicdo de PAP, ECG e FC.
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3.9- Registros de Presséo arterial e Eletrocardiograma

Para a realizacdo dos registros, os animais foram colocados em uma gaiola de
acrilico revestida com tela metalica fina (gaiola de Faraday). Os registros foram sempre
realizados na mesma faixa de horario, entre 8 e 17hs. Na gaiola de Faraday, a canula
arterial foi conectada a um transdutor de pressdo (STATHAM P23DB®), o qual foi
conectado a placa de aquisicdo Akilah 4. O eletrodo de ECG também foi conectado ao
mesmo sistema de aquisicdo, e integrado a um computador através de um cabo USB. O
registro foi captado através do software Kananda®, em uma frequéncia de amostragem de
1000 Hz e filtros com banda de passagem entre 0,23 e 200 Hz. A partir do registro da PAP
foi calculada a PAM e, a partir do registro de ECG, foi calculada a FC. Um exemplo

ilustrativo da janela de aquisicdo do software Kananda ® esta representado na Figura 7.
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Figura 7: Representacdo da janela de visualizacdo do software Kananda® durante o registro
eletrocardiografico e de pressao arterial. Canais de registro: 1- ECG, 2-PAP, 3-FC e 4-PAM. Fonte:(Martins,
2007).
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3.10- Protocolos experimentais

3.10.1 — Efeitos da injecdo i.c.v. de TsTX sobre o Sistema Cardiovascular
(SC) e sobrevida em diferentes estados nutricionais

Alguns trabalhos sugerem uma acdo central da TsTX sobre nucleos de controle
cardiovascular (Mesquita et al., 2002; Guidine et al., 2009). Outros estudos sugerem
diferengas no mecanismo de agdo central da toxina gama em ratos desnutridos,
evidenciados por menor liberagdo de neurotransmissores (Barbosa, 2007; Silva, 2008).
Entretanto, ndo ha estudos na literatura a respeito da atuacao da Tityustoxina sobre o SC de
animais desnutridos. Sendo assim, decidimos investigar possiveis diferencas na acgdo
central da TsTX e seus efeitos sobre o SC e sobrevida de animais normonutridos e
desnutridos.

Para a realizacdo deste protocolo, utilizamos 20 ratos Fischer divididos em 2 grupos
experimentais: Normonutrido e Desnutrido Veiculo (NV=12; DV=8). Os ratos foram
levados para a sala de registro aproximadamente 1 hora antes do experimento,
possibilitando sua melhor adaptagdo ao ambiente. Inicialmente, realizamos a injecéo (i.p.)
de veiculo (Propilenoglicol + PBS; 60:40; 0,1 mL/100g de animal) e, ap6s uma pausa de
50 min, iniciamos o registro. Os primeiros 20 minutos registrados foram chamados de
periodo veiculo (VEC). Em seguida, realizamos a microinjecdo de PBS no VLE (1uL),
sendo os 20 minutos seguintes nomeados de periodo PBS. Logo apds, microinjetamos
TsTX no VLE (1,74 pg/pL; periodo TsTX) e realizamos o registro até o 6bito do animal.

A escala temporal desse protocolo esta representada na Figura 8.

Veiculo (PPG+PBS 6:4) Inicio do . .
. PBS (1pL; i.c.v. TsTX (1uL,1,74ug; i.c.v.
(0,1mL/100g; i.p.) registro au ) (1 Ho )
| 50 minutos | 20 minutos | 20 minutos | Até o 6bito
; . | I
Intervalo anterior aos periodos l Periodo VEC Periodo PBS Periodo TsTX

Figura 8: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliacdo da injecdo i.c.v. da TSTX sobre o
Sistema Cardiovascular. As setas representam, da esquerda para a direita, o inicio do registro ou a
administracao de substancias (Veiculo, PBS e TsTX) . A via de inoculagdo e a dose utilizada estdo indicadas
entre parénteses. O registro do protocolo experimental foi dividido em 4 periodos, da esquerda para direita:
Intervalo anterior aos periodos, VEC, PBS e TsTX, cujas janelas temporais estdo representadas em minutos.
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Microinjecdo de TsTX no VLE

E importante destacar que a escolha do VLE como sitio de microinjecdo foi
baseada na facilidade da TsTX fluir pelo sistema ventricular e atingir amplamente o SNC,
recrutando regides (adjacentes aos 3° e 4° Ventriculos) que pudessem interferir no controle
cardiovascular. A escolha da dose de 1,74 pg de TsTX, comum a todos os protocolos, foi
baseada na literatura, uma vez que esta foi a menor dose capaz de promover, em 100% dos
animais, alteracGes centrais e sistémicas semelhantes as observadas no envenenamento
escorpibnico grave (Mesquita et al., 2003).

Para a microinjecdo, utilizamos uma seringa do tipo Hamilton de 5,0 pl conectada a
agulha injetora através de um tubo de polietileno (PE10), preenchido com agua destilada.
Assim, a microinjecdo (1 pL) foi realizada por 30 segundos, com livre movimentacdo dos

animais, sem a necessidade de interrup¢édo do registro.

3.10.2- Efeitos das diferentes doses de Carbamazepina sobre as
manifestacOes cardiovasculares e sobrevida decorrentes da injecdo i.c.v.
de TsTX

Sabendo que a TsTX se liga a CSDVs, preferencialmente no estado ativado,
alterando o processo de inativagdo destes canais (Barhanin et al., 1982), a utilizacdo de
uma droga cujo mecanismo de acdo seja o blogueio de CSDVs, possivelmente, inibiria a
acao desta neurotoxina.

A Carbamazepina (CBZ) age sobre os CSDVs preferencialmente no estado
inativado, reduzindo os potenciais de ac¢ao de alta freqtiéncia. Adicionalmente, foi descrito
que a méaxima concentracdo cerebral e plasméatica de Carbamazepina ocorre em 90
minutos, quando injetada por via i.p. (Graumlich et al., 1999). De fato, o pré-tratamento
(90 min) com Carbamazepina (50 mg/kg) foi capaz de reduzir aproximadamente 83% da
letalidade observada em ratos Wistar microinjetados com TsTX (1,74pug/puL) no VL
(Guidine et al., 2008c). Neste contexto, a CBZ configura um importante instrumento
farmacoldgico para analisar a participacdo do SNC na génese dos efeitos cardiovasculares
desencadeados pela TsTX.

Entretanto, como nesse trabalho utilizamos ratos Fischer, investigamos os efeitos

das diferentes doses de CBZ para confirmar a reprodutibilidade dos dados supracitados em
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ratos de outra linhagem. E importante mencionar que n&o realizamos esta metodologia para
o0 grupo Desnutrido diante da dificuldade de obtencdo de um namero suficiente de ratos
(fragilidade desses animais) para garantir a confiabilidade das andlises. Além disso, a
limitacdo de tempo disponivel para se avaliar a farmacocinética e a farmacodinamica da
CBZ neste grupo foi outro fator determinante, visto que a realizagdo dos protocolos
seguintes também era relevante.

Assim, para a efetivacdo deste protocolo, utilizamos 30 ratos Fischer, divididos em
4 grupos experimentais: Normonutrido Veiculo (NV=12) e Normonutrido CBZ 50, 75 e
100mg/Kg (NCBZ50=8; NCBZ75=5 e NCBZ100=5).

Os procedimentos experimentais realizados nesse protocolo foram descritos no
protocolo anterior (item 3.10.1). Porém, acrescentamos o tratamento com as diferentes
doses de CBZ e registramos o periodo TSTX por no maximo 60 minutos - janela temporal
suficientemente maior que o tempo médio de 6bito, permitindo uma analise confiavel do
aumento de sobrevida proporcionado pela CBZ. A escala temporal desse protocolo esta

representada na Figura 9.

Veiculo (PPG+PBS 6:4) Inicio do o i
ou CBZ(50, 75 ou 100mg/kg:i.p.) registro PBS (1uL; i.c.v.) TsTX (1uL1,74pug; i.c.v.)
| 50 minutos | 20 minutcs | 20 minutos l Até 0 6bito ou por 60 minutos
| : ] | [ |
Intervalo anterior aos periodos |peri0d0 VEC/CBZ Periodo PBS Periodo TsTX

Figura 9: Escala temporal do protocolo experimental para avaliagdo do efeito das diferentes doses da
Carbamazepina sobre as manifestacGes cardiovasculares desencadeadas pela acdo central da TsTX. As setas
representam, da esquerda para a direita, o inicio do registro pds-tratamento ou a administragdo de substancias
(Veiculo ou CBZ, PBS e TsTX) . A via de inoculacdo e a dose utilizada estdo indicadas entre parénteses. O
registro do protocolo experimental foi dividido em 4 periodos, da esquerda para direita: Intervalo anterior aos
periodos, VEC/CBZ, PBS e TsTX, cujas janelas temporais estdo representadas em minutos.
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3.10.3 — Efeitos da Carbamazepina sobre as respostas cardiovasculares e
sobrevida decorrentes da injecéo i.c.v. de TsTX em diferentes estados
nutricionais

Os resultados obtidos no protocolo anterior (ver item 4.3) mostraram que a dose de
50 mg/kg de CBZ foi capaz de reduzir significativamente o aumento de PAM
desencadeado pela microinjecdo de TsTX, além de aumentar a sobrevida dos animais. Por
este motivo, optamos por utiliza-la neste protocolo. Deste modo, acreditamos excluir um
possivel efeito toxico da droga no grupo Desnutrido.

Neste protocolo, utilizamos 33 ratos Fischer, divididos em 4 grupos experimentais:
Normonutrido e Desnutrido Veiculo (NV=12; DV= 8) e Normonutrido e Desnutrido
Carbamazepina 50 mg/kg (NCBZ=8; DCBZ=5). Os periodos de registro fora 0s mesmos
do protocolo anterior. A escala temporal desse protocolo estéa representeda na Figura 10.

Veiculo (PPG+PBS 6:4) Inicio do i i
. PBS (1pL;i.c.v. TsTX (1uL,1,74pug; i.c.v.
ou CBZ (50mgkg; i.p.) registro ’( Heitev) p (b 7ag o)
50 minutos 20 minutos 20 minutos Até o 6bito ou por 60 minutos
Intervalo anterior aos periodos 'periodo VEC/CBZ Periodo PBS Periodo TsTX

registrados

Figura 10: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliagdo dos efeitos da Carbamazepina
(50mg/kg) sobre as respostas cardiovasculares e sobrevida decorrentes da injecdo i.c.v. de TsTX em
diferentes estados nutricionais. As setas representam, da esquerda para a direita, 0 inicio do registro pds-
tratamento ou a administracao de substancias (Veiculo ou CBZ, PBS e TsTX). A via de inoculagéo e a dose
utilizada estdo indicadas entre parénteses. O registro do protocolo experimental foi dividido em 4 periodos,
da esquerda para direita: Intervalo anterior aos periodos registrados, VEC/CBZ, PBS e TsTX, cujas janelas
temporais estdo representadas em minutos.

3.10.4 - Efeitos do bloqueio autondmico sobre as respostas
cardiovasculares e sobrevida decorrentes da injecdo i.c.v. de TsTX em
diferentes estados nutricionais

e Bloqueio dos receptores a-1 adrenérgicos com Cloridrato de Prazosina

e Bloqueio dos receptores muscarinicos com Brometo de Metil-atropina

Realizamos este protocolo com o objetivo de investigar a participacdo do SNA nas
alteracdes cardiovasculares e porcentagem de sobrevida desencadeadas pela agéo central

da TsTX. Optamos por utilizar Brometo de Metil-atropina como forma de bloquear apenas
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0s receptores muscarinicos periféricos, uma vez que o grupo Metil impede a passagem
desta substancia pela BHE.

Utilizamos, 27 ratos Fischer divididos em 4 grupos experimentais: Normonutrido e
Desnutrido Prazosin (NP=7; DP=7), e Normonutrido e Desnutrido Metil-atropina (NM=6;
DM=6). Inicialmente, registramos os animais por 10 minutos para a avaliagdo dos
pardmetros cardiovasculares basais (PAM, FC e ECG; Periodo basal). Em seguida,
realizamos a injecdo de veiculo (PBS; 0,1 mL/100g de animal, i.v.) sendo os 20 minutos
seguintes nomeados de periodo PBS. Realizamos a injecdo de PZS ou Metilatropina
(Img/kg, i.v.), sendo os 20 minutos seguintes nomeados de periodo PZS ou Metil.
Finalmente, microinjetamos TsTX no VLE (1,74 pg/uL; periodo TsTX) e registramos 0
animal até o 6bito ou por uma janela experimental maxima de 60 min. A escala temporal

desse protocolo esta representada na Figura 11.

Prazosin ou
Metil-atropina )
PBS (0,1mL/100g;iv.)  (1mg/kg; i.v.) TSTX (1L, 1,74ug; ic.v.)
| 10minutos | 20 minutos ] 20 minutos | Até 0 6bito ou por 60 minutos \
|Per|'0do Basall Periodo PBS l Periodo PZS ou Metil | Periodo TsTX ‘

Figura 11: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliacdo dos efeitos do blogueio autonémico
sobre as respostas cardiovasculares e sobrevida decorrentes da injecéo i.c.v. de TSTX em diferentes estados
nutricionais. As setas representam, da esquerda para a direita, a administracéo de substancias (PBS, Prazosin
ou Metil-atropina e TsTX). A via de inoculacdo e a dose utilizada estdo indicadas entre parénteses. O registro
do protocolo experimental foi dividido em 4 periodos, da esquerda para direita: Basal, PBS, Prazosin ou
Metil-atropina e TsTX, cujas janelas temporais estdo representadas em minutos.

3.11- Histologia

Ao término do protocolo experimental, injetamos o corante Azul de Evans (1uL,
2%) no VLE, para confirmar a posi¢ao da agulha de inje¢do. Anestesiamos os animais com
solugdo de Ketamina + Xilazina (descrito no item 3.4), submetendo-os a uma toracotomia
para a exposi¢do do coragdo. Através de pungdo cardiaca, realizamos a perfusdo com
solugdo salina (0,9%), seguida de solugdo de formalina (10%). Posteriormente, retiramos e
fixamos o cérebro em solucao de formaldeido tamponado 10% por 48 horas. Seccionamos
o cérebro transversalmente em fatias de 50 um de espessura com o auxilio de um Criostato

(Leica CM 1850, Alemanha). Os cortes histologicos foram corados em Vermelho Neutro
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para posterior visualizagdo em microscopio Optico. Apenas animais com injecao

ventricular confirmada pela microscopia 6ptica foram incluidos nos resultados.

3.12- Analise dos dados

Realizamos a conversdo dos arquivos de registro do formato “.Knd” (originalmente
gerado pelo Kananda ®) para “.txt” (arquivos de texto) usando o proprio software
Kananda®. Apds a conversdo, os dados foram carregados no software Acgknowledge
versdo 3.5, para a realizagdo das andlises.

3.12.1- Analise da Frequéncia Cardiaca (FC) e da Pressao Arterial Média
(PAM)

Para a realizacdo das andlises de FC e PAM, calculamos as médias dos valores
obtidos durante 1 minuto de cada periodo registrado (Tabela 5). Em alguns protocolos, o
periodo TsTX foi dividido em trés tempos (inicio, meio e fim), conforme o interesse em
investigar alteracdes das respostas ao longo do tempo. Adicionalmente, em relacdo ao
periodo TsTX1, ndo selecionamos 0 1° minuto posterior a microinjecdo de TSTX, ja que
att o 2° min observdvamos convulsbes frequentes que interferiam no sinal

eletrocardiogréafico e pressorico.
Tabela 5: Anélise da FC e da PAM

Protocolos Periodos Minuto selecionado
3.10.1; 3.10.2 € 3.10.3 VEC ou VEC/CBZ Precedente a microinjecdo de
PBS
PBS (i.c.v.) 3° minuto apds a microinje¢do
de PBS
TsTX1 3° minuto apds a microinje¢do
de TsTX
TsTX2 Correspondente a metade do
periodo TsTX (tempo total do
periodo TsTX/2)
TSTX3 Ultimo minuto do registro
3.10.4 Basal Precedente & administracdo de
qualquer droga
PBS (i.v.) Precedente & administracdo de
um dos bloqueadores
PZS ou Metil Precedente a microinjecdo de
TsTX
TSTX1, TSTX2e TSTX 3 Igual aos protocolos anteriores
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3.12.2- Analise da porcentagem de sobrevida apds a microinjecéo (i.c.v.)
de TsTX no VLE

Definimos o tempo de sobrevivéncia dos animais como o periodo entre a
administracdo de TsTX e o 6bito, ou até o final do registro (maximo de 60 min). O dbito

foi determinado por um periodo de apnéia superior a 30 segundos.

3.12.3- Analise estatistica

Utilizamos o programa GraphPad Prism 5.00 (Graphpad Inc.) para as analises
estatisticas. Utilizamos o teste t de Student - ndo pareado para andlise das variaveis
independentes, analise de variancia ANOVA One way e Two way para analise de mais de
dois grupos sob influéncia de um ou dois fatores, respectivamente; e estimativa de Kaplan
e Meyer, com o teste Log-rank para a comparacgdo entre curvas de percentual de sobrevida.
Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram expressos em
Média £ Erro Padrdo das Médias (Média + EPM), ou Mediana: 1° Quartil/ 3° Quartil (Med:

QL/Q3).
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4 — RESULTADOS

4.1- Efeitos da desnutricdo protéica pos-desmame sobre o peso
corporal, peso cerebral e niveis basais de PAM e FC.

A desnutricdo protéica pds-desmame, induzida pelos 35 dias de dieta, reduziu
significativamente o peso corporal dos animais desnutridos, quando comparados aos
normonutridos (D= 79 + 3g vs. N=254 + 3g ; p<0,0001). Entretanto, embora tenha
apresentado uma tendéncia, ndo houve alteracdo significativa do peso cerebral (D= 1,16 +
0,029 vs. N= 1,24 £+ 0,03 g; p=0,0525), conforme demonstrado na Figura 12 e nas
Tabelas6 e 7.
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Figural2: (A) Efeito da desnutricdo protéica pos-desmame sobre o peso corporal (g) e (B) efeito da
desnutrigdo protéica sobre o peso cerebral (g) dos grupos Normonutrido e Desnutrido. As barras representam
média + EPM; * Diferenca estatistica (p<0,05, Test t - ndo pareado).
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Observamos um aumento significativo dos niveis basais de PAM e FC (Figura 13:
A e B, respectivamente e Tabela 8) no grupo Desnutrido em relagdo ao grupo
Normonutrido (PAM: D=120£3 mmHg vs. N=111+2 mmHg; p=0,0152) e (FC: D=
448+13 bpm vs. N= 384+9 bpm; p=0,0005).

A

1501

=
o
T

PAM (mmHg)

@l Normonutrido (N=13)
@ Desnutrido (D=13)

Figura 13: (A) Niveis basais de Pressao Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia Cardiaca (FC; bpm)
dos grupos Normonutrido e Desnutrido. As barras representam média + EPM; * Diferenca estatistica
(p<0,05, Test t - ndo pareado).
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4.2- Efeitos da injecdo i.c.v. de TsTX sobre o Sistema
Cardiovascular e sobrevida em diferentes estados nutricionais

Inicialmente, a microinjecdo de TsTX suscitou um aumento significativo de PAM
nos grupos Normonutrido e Desnutrido Veiculo (NV= VEC: 115 + 4 mmHg, TsTX1: 169
+ 4 mmHg, TsTX2: 176 £ 4 mmHg; p<0,0001) e (DV=VEC: 115 + 4 mmHg, TsTX2:141
+8 mmHg; p<0,0001), embora tal aumento tenha tido uma menor amplitude e ocorrido
com maior laténcia no grupo Desnutrido Veiculo, sendo constatado apenas em TsTX2
(interacdo entre periodo e dieta em TsTX1 e TsTX2: F(4,76)=5,135; p<0,001).
Adicionalmente, a TsTX promoveu queda acentuada de PAM no final do registro, em
ambos ao grupos (NV= TsTX3: 63+ 7 mmHg e DV= TsTX3: 54 £ 12 mmHg; p<0,0001).
Estes dados podem ser visualizados na Figura 14A e Tabela 9.

Verificamos um aumento significativo da FC nos dois primeiros intervalos
analisados (TsTX1 e TsTX2) apenas no grupo Normonutrido Veiculo, (NV= VEC: 385+
13 bpm, TsTX1: 437 £ 15 bpm, TsTX2: 444 + 12 bpm; p=0,0013). Esses resultados

podem ser visualizados na Figura 14B e Tabela 10.
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Figura 14: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia Cardiaca ( FC; bpm) antes
e apos a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos normonutridos e desnutridos pré-tratados com veiculo (NV e DV).
Os simbolos representam média + EPM.; * Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05, Anova two-way,
pos-teste de Bonferroni) e #; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05, Anova one-way, pés-teste de
Dunnetts).
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A agdo da TsTX conduziu ambos os grupos ao obito. Contudo, observamos um
aumento significativo na porcentagem de sobrevida do grupo Desnutrido, quando
comparado ao Normonutrido Veiculo (Med: Q1/Q3; NV= 9:9/13,5 min vs. DV=
15,5:10,5/18 min; p=0,0009; Figura 15 e Tabela 11).
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Figura 15: Porcentagem de sobrevida (%) em relacdo ao tempo (min) apds injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos Veiculo. * Diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05; estimativa de Kaplan
e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparacdo entre as curvas).

4.3-Efeitos das diferentes doses de Carbamazepina sobre as
manifestacdes cardiovasculares e sobrevida decorrentes da
injecdo i.c.v. de TsTX

Como visto anteriormente, a injecédo i.c.v. de TsTX evocou, imediatamente, um
aumento significativo da PAM nos animais Normonutridos. Contudo, as doses de 50 e 100
mg/kg de CBZ, respectivamente, reduziram significativamente este aumento (TsTX1=
NV: 169+4 mmHg, NCBZ50: 141+11 mmHg; NCBZ100: 124+9 mmHg; p<0,0001;
Figura 16A e Tabela 12).

Além disso, apenas o pré-tratamento com 100 mg/kg de CBZ foi capaz de reduzir
significativamente o aumento da FC evocado pela TsTX (TsTX1= NV: 437 £ 15 bpm;
NCBZ100: 305 + 5 bpm; p<0,0001). Entretanto, esta dose ocasionou bradicardia, ja
observada no periodo Veiculo/CBZ (VEC/CBZ= NV: 385 £ 13 bpm; NCBZ100: 287 + 22
bpm; p<0,0001; Figura 16B e Tabela 13).
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Figura 16: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia Cardiaca ( FC; bpm) de
ratos Normonutridos inoculados com TsTX ap6s o pré-tratamento com veiculo (NV) ou diferentes doses de
Carbamazepina (NCBZ50, NCBZ75 e NCBZ100). As barras representam média + EPM.; *Diferencga
estatistica em relagdo ao grupo NV; p<0,05; Anova one-way , pés-test de Tukey.

Como pode ser observado na Figura 17 e na Tabela 14, todas as doses de CBZ

(50, 75 e 100mg/kg) promoveram aumento significativo na sobrevida apds a injecdo de
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TsTX, quando comparado ao grupo Normonutrido Veiculo, (Med: Q1/Q3; NV= 9:9/13,5
min; NCBZ50= 24,5:17,3/28,8 min, p=0,0001; NCBZ75= 28:23,5/60 min, p<0,0001 e
NCBZ100= 60: 51,5/60 min; p=0,0004). A dose de 100mg/kg foi capaz de promover 80%
de sobrevida, enquanto as doses de 50 e 75 mg/kg, foram responsaveis por 12,5% e 40%

de sobrevivéncia, respectivamente.
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Figura 17: Porcentagem de sobrevida (%) em relacdo ao tempo (min) apos a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
normonutridos pré-tratados com veiculo (NV) ou com diferentes doses de Carbamazepina (NCBZ50,
NCBZ75 e NCBZ100). *Diferenca estatistica em relacdo ao grupo Veiculo (p<0,05; estimativa de Kaplan e

Meyer, com o teste de Log-rank para a comparacdo entre as curvas) e; Diferenca estatistica em relagdo ao
grupo NCBZ50 (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparagéo entre as
curvas).

4.4- Efeitos da Carbamazepina sobre as respostas
cardiovasculares e sobrevida decorrentes da injecdo i.c.v. de
TsTX em diferentes estados nutricionais

Observamos uma menor resposta pressora nos primeiros minutos apds a
microinjecdo i.c.v. de TsTX no grupo Normonutrido pré-tratado com 50 mg/kg de CBZ
(TsTX1= NV: 169 + 4 mmHg vs. NCBZ: 141 + 11 mmHg; interacdo entre periodo e
tratamento em TsTX1: F(1,72)=4,6; p<0,05). Entretanto, a CBZ ndo alterou as respostas
observadas em TsTX2 e TsTX3 (meio e fim do registro pés-TsTX).
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Contudo, esta dose ndo reduziu significativamente os niveis de FC nos primeiros
minutos apds a agdo da toxina (TsTX1= NV: 437+15 bpm vs. NCBZ: 3859 bpm;
p<0,05). Estes resultados estdo ilustrados na Figura 18A e B e nas Tabelas 15 e 16,

respectivamente.

- Normonutrido Veiculo (NV=12)
-0 Normonutrido CBZ (NCBZ=8)

Figura 18: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia Cardiaca ( FC; bpm) antes
e ap0s a inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos normonutridos pré-tratados com veiculo (NV) ou com
Carbamazepina na dose de 50 mg/kg (NCBZ). Os simbolos representam média + EPM.; *Diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pos teste de Bonferroni).
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Nos animais desnutridos, o pré-tratamento com 50 mg/kg de CBZ ndo foi eficiente
em reduzir o aumento de PAM decorrente da acdo da toxina escorpidnica. Tampouco

provocou alteracdes nos niveis de FC, tal como exposto na Figura 19 A e B e nas Tabelas

17 e 18.
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—— Desnutrido Veiculo (DV=8)
-/ Desnutrido CBZ (DCBZ=5)

Figura 19: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia Cardiaca (FC; bpm) antes
e apds a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos desnutridos pré-tratados com veiculo (DV) ou Carbamazepina 50
mg/kg (DCBZ). Os simbolos representam média £ EPM.; *Diferencga estatistica entre os grupos (p<0,05;

Anova two-way, Pos teste de Bonferroni).
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Embora a desnutri¢do tenha conferido um aumento significativo na porcentagem de
sobrevida dos animais submetidos a microinjecdo i.c.v. de Tityustoxina, conforme citado
anteriormente, o pre-tratamento com 50 mg/kg de CBZ s6 foi eficiente em aumentar
significativamente este parametro no grupo Normonutrido (Med:Q1/Q3; NV = 9:9/13,5
min vs. NCBZ= 24,5:17,3/28,8 min, p=0,0001; DV= 15,5:10,5/18 min vs. DCBZ=
18:10/25 min, p=0,1904). Observamos que no grupo NCBZ ndo houve 6bito de um animal
(Figura 20 e Tabela 19).
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Figura 20: Porcentagem de sobrevida (%) em relacdo ao tempo (min) apds a inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos
normonutridos e desnutridos pré-tratados com veiculo (NV e DV) ou com 50mg/kg de Carbamazepina
(NCBZ e DCBZ). *Diferenca estatistica em relagdo ao grupo Normonutrido Veiculo (p<0,05; estimativa de
Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparagdo entre as curvas).

45 — Efeitos do bloqueio autondmico sobre as respostas
cardiovasculares e sobrevida decorrentes da injegdo i.c.v. de
TsTX em diferentes estados nutricionais

¢ Bloqueio dos receptores a-1 adrenéergicos com Cloridrato de Prazosina

Em resposta ao Prazosin, houve uma reducgdo significativa dos niveis basais de PAM
nos grupos Normonutrido e Desnutrido Prazosin, embora tenha ocorrido uma maior queda
no grupo submetido a desnutricdo protéica (NP= Basal:110£2 mmHg vs. PZS: 97+1

mmHg, A=13 mmHg; DP= Basal:120 + 2 mmHg vs. PZS: 101 £ 2 mmHg, A=19 mmHg;
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p<0,05) (Figura 21A e Tabela 20). Contudo, apés o bloqueio dos receptores -1
adrenérgicos com PZS, ndo houve alteragdo significativa no perfil da resposta pressora
evocada pela TsTX em ambos os grupos, sendo esta resposta semelhante a observada nos
grupos Veiculos (Tabela 21).

Também foi observado que o PZS induziu um aumento significativo nos niveis
basais de FC apenas no grupo Normonutrido Prazosin (NP= Basal: 38513 bpm vs. PZS:
432+13 bpm; interacdo entre periodo e dieta em PZS: F(4,48)=3,163, p<0,05); Figura 21A
e Tabela 22). Entretanto, ndo alterou significativamente o perfil da resposta cronotrépica
cardiaca desencadeada pela TsTX em nenhum grupo, sendo tal resposta similar a

observada nos grupos Veiculos (Tabela 23).
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Figura 21: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg) e (B) Frequéncia Cardiaca (FC; bpm) antes
e apos a inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos pré-tratados com Prazosin. Os simbolos representam média + EPM.;
**Diferenca estatistica entre os grupos no periodo PZS (p<0,05; Teste t- ndo pareado);* Diferenca estatistica
entre os grupos (p<0,05, Anova two-way; Pés teste de Bonferroni); *, Diferenca estatistica intra-grupo
(p<0,05, Anova One-way, pos-teste de Dunnett).
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O bloqueio do SNS com PZS ndo alterou significativamente a porcentagem de
sobrevida dos grupos submetidos a injecdo de TsTX (Med:Q1/Q3; NV= 9:9/13,5min vs.
NP= 12:9/14 min, p=0,4294; DV= 15,5:10,5/18 min vs. DP= 13:11/25 min; p=0,4138;
Figura 22 e Tabela 24).
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Figura 22: Porcentagem de sobrevida (%) em relagdo ao tempo (min) apds inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV e DV) ou Prazosin (NP e DP).  *; Diferenca
estatistica em relagdo ao grupo Normonutrido Veiculo (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de
Log-rank para a comparacdo entre as curvas).

e Bloqueio dos receptores muscarinicos com Brometo de Metil-atropina

Em resposta a Metil-atropina, ndo houve alteragdo nos niveis basais de PAM em
nenhum dos grupos. Entretanto, o bloqueio do SNP alterou a resposta pressora evocada
pela TsTX apenas no grupo Desnutrido Metil, provocando um aumento desta resposta em
TsTX2, a qual foi significativamente diferente da observada no Grupo Desnutrido Veiculo;
p<0,05 (Figura 23C e Tabela 26). Em relagdo a FC, observamos um aumento
significativo nos niveis basais deste parametro apenas no grupo Normonutrido Metil (NM=
Basal: 383 £ 15 bpm vs. Atropina: 435 £ 16 bpm; p<0,05). Porém, o bloqueio do SNP
modificou a resposta cronotrépica cardiaca evocada pela TSTX apenas no grupo
Desnutrido Metil, ocasionando um subito aumento da FC (DM= Basal: 429+17bpm vs.

41



TsTX1: 509+ 25 bpm; p<0,05 (Figura 23B e Tabela 27), resposta significativamente
diferente da observada no Grupo Desnutrido Veiculo; p<0,05 (Figura 23C e Tabela 28).
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Figura 23: (A) Niveis de Pressdo Arterial Média (PAM; mmHg), (B) Frequéncia Cardiaca (FC; bpm) antes e
apos a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos pré-tratados com Metil-atropina e (C) Niveis de PAM e FC ap6s a
injecdo i.c.v. de TsTX em ratos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) e com Metil-atropina (NM e DM). Os
simbolos representam média + EPM. *Diferenca estatistica entre os grupos NM e DM (p<0,05, Anova two-
way; Pds teste de Bonferroni); **Diferenca estatistica entre os grupos DV e DM(p<0,05, Anova two-way;
P6s teste de Bonferroni); *, Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05, Anova One-way, pds-teste de
Dunnetts).

De maneira andloga ao bloqueio al-adrenérgico, o bloqueio muscarinico com
Metil-atropina ndo alterou significativamente a porcentagem de sobrevida de ambos os
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grupos submetidos a a¢do da TsTX (Med:Q1/Q3; NV= 9:9/13,5 min vs. NM= 8,5:8/16,9
min, p=0,5568; DV= 15,5:10,5/18 min vs. DM= 16,5:12/19 min, p=0,9830; Figura 24 e
Tabela 29).

=
o
o

804

60+

40+

20+

Porcentagem de sobrevida (%)

o

0 10 20 30
Tempo (min)

- (NV=12) -« (DV=8)
-4 (NM=6) -% (DM=6)

Figura 24: Porcentagem de sobrevida (%) em relacdo ao tempo (min) apos a inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV e DV) ou Metil-atropina (NM e DM). *;
Diferenca estatistica em relagdo ao grupo Normonutrido Veiculo (p<0,05, estimativa de Kaplan e Meyer,
com o teste de Log-rank para a comparacao entre as curvas).

4.6- Sitio de microinjecdo da TsTX no Ventriculo Lateral
Esquerdo

Os sitios de injecdo de TsTX em um animal normonutrido (letra A) e desnutrido
(letra B) podem ser visualizados na Figura 25.
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Figura 25: Fotomicrografia de uma sec¢do coronal do cérebro de um rato Normonutrido (A) e Desnutrido

(B), com seus respectivos sitios de microinje¢do no VLE.
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5- DISCUSSAO

A reducdo do peso corporal, dos niveis de albumina plasmaética e de proteinas totais
sdo indicadores bésicos de desnutricdo (Lucas, 1998). Resultados prévios de nosso
laboratério demonstraram a reducdo desses parametros, validando a eficiéncia da dieta
hipoproteica utilizada (composta por 6% de caseina) em induzir um quadro de desnutricao
experimental (Tropia et al., 2001; Oliveira et al., 2004; Penitente et al., 2007).

Neste trabalho, como esperado, observamos uma redugdo de peso corporal de
aproximadamente 69% nos animais submetidos ao protocolo de desnutricdo protéica
durante 35 dias pos-desmame. Entretanto, ndo observamos alteracdo no peso cerebral
destes animais. Este resultado ndo é surpreendente, uma vez que o encéfalo, ao sofrer um
insulto nutricional, é resguardado, em detrimento de estruturas como as visceras (Hales e
Barker, 1992). Adicionalmente, alteracdes organicas decorrentes da desnutricdo dependem
do tempo de exposicdo e gravidade da caréncia nutricional, além da fase de
desenvolvimento em que o individuo se encontra (Morgane et al., 1978). Em ratos, o
periodo de aleitamento corresponde ao periodo de crescimento rapido do cérebro (fase de
intensa hiperplasia e hipertrofia), o qual € considerado critico por sua vulnerabilidade a
varios tipos de agressao (Santos-Monteiro et al., 2002). Assim, a imposicao da desnutri¢do
no pds-desmame - periodo um pouco menos critico para o desenvolvimento cerebral - pode
ter contribuido para sua preservacdo macroscopica. Contudo, ndo devemos descartar a
ocorréncia de alteracbes microscopicas, visto que a deficiéncia nutricional pode produzir
efeitos deletérios na maturacdo bioquimica e morfolégica do SNC, como o prejuizo no
processo de mielinizacdo que ocorre tanto no periodo pré, quanto no periodo po6s-natal
(Tortora e Evans, 1986).

A desnutricdo, em fases iniciais da vida, também pode causar distirbios
cardiovasculares. Observamos um aumento dos niveis basais de pressdo arterial média e
frequéncia cardiaca nos animais desnutridos, similares a resultados reportados por outros
autores (Oliveira et al., 2004; Gomide, 2007). Estes valores podem ser explicados por um
aumento da atividade simpatica vasomotora (Tropia et al., 2001), ou pela elevacdo da
atividade eferente simpadtica e reducdo da atividade eferente parassimpatica cardiaca nestes
animais (Martins, 2007), conforme observado em outros estudos do nosso laboratorio.

Sendo assim, devemos considerar possiveis alteragdes ocorridas no Sistema

Nervoso Central. Rodrigues et al. sugeriram que a desnutricdo promove alteragdes nos
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mecanismos centrais de controle autondmico, ap6s observar um aumento da sensibilidade e
da responsividade dos neurénios do RVLM a microinjecdo de L-glutamato (Rodrigues,
2008). Outros dados da literatura propdem que a desnutricdo, nas fases iniciais do
desenvolvimento, pode levar ao desequilibrio autondmico atraves de alteracdes
morfoldgicas em &reas do Sistema Nervoso Central, como o hipotdlamo (Plagemann et al.,
2000). Estas alteracGes hipotaldmicas sugeridas por Plagemann et al. associadas as
alteracdes nos mecanismos de controle cardiovascular, como demonstrado por nosso
grupo, podem justificar os diferentes efeitos decorrentes da acao central da TsTX sobre o
SC e sobrevida de ratos Fischer normonutridos e desnutridos.

Ao realizarmos a microinjecdo i.c.v. de 1,74 pg/uL de TsTX, observamos um
aumento da PAM em ambos os grupos (Normonutrido e Desnutrido), embora este aumento
tenha sido menor e ocorrido com maior laténcia nos animais desnutridos. Em relacéo a FC,
observamos mudangas nos niveis deste parametro apenas no grupo Normonutrido.
Constatamos, também, uma maior sobrevida nos animais do grupo Desnutrido, quando
comparado ao grupo Normotrido. Estes dados corroboram os de Mesquita et al (2003),
visto que esta pequena dose de toxina, quando injetada i.c.v., promoveu graves alteracdes
periféricas e Obito em 100% dos animais, mimetizando a sintomatologia observada no
envenenamento escorpiénico grave (Mesquita et al., 2003). Podemos excluir a circulagédo
retrograda da TsTX (passagem para a circulacdo venosa através de uma possivel absorcéo
ao nivel das granulacdes aracnoideas) e sua acdo direta sobre o coracdo, ja que esta mesma
dose, quando injetada i.v. ou quando usada em modelo de coracdo isolado, ndo produziu
alteracdes cardiovasculares significativas (Mesquita et al., 2002). Sendo assim, a
intensidade e o aparecimento precoce das alteragdes hemodindmicas e cardiacas
observadas apds a microinjecdo de TsTX sugere uma agdo central desta toxina sobre
nacleos relacionados ao controle cardiovascular em ambos 0s grupos, mesmo esta acao
sendo menos expressiva na presenca de um quadro de desnutricdo protéica. Esta diferenca
na intensidade dos sintomas pode ser explicada por uma diminui¢cdo do nimero ou por
alterac6es morfofuncionais dos CSDVs - proteina transmembrana que corresponde ao sitio
de ligacéo da TsTX — como sugerido no estudo de Silva et al (2008), o qual reportou uma
maior porcentagem de captagdo da toxina TiTX- y radioativa em cérebros de ratos
normonutridos quando comparados a desnutridos (Silva, 2008). Em conjunto, estes
resultados apontam para uma correlacdo entre o grau de ligagdo das neurotoxinas a

neuronios do SNC e o tempo de morte.
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Para avaliarmos a influéncia da inibicio do SNC na génese das alteracOes
cardiovasculares decorrentes da agao central da TsTX, utilizamos a Carbamazepina —droga
bloqueadora dos CSDVs. A CBZ interage alostericamente com o sitio 1l dos CSDVs,
estabiliza estes canais no estado inativado, reduz o influxo de sodio e diminui a
excitabilidade neuronal (Worley e Baraban, 1987).

Dados da literatura demonstraram a eficiéncia da CBZ em atenuar as manifestagdes
sistémicas decorrentes do envenamento escorpidnico experimental ou da agdo direta das
toxinas do veneno sobre o SNC (Guidine et al., 2008a; Guidine et al., 2008b; c). Contudo,
todos estes estudos foram realizados em ratos Wistar. Sendo assim, antes de realizar o
protocolo de bloqueio dos CSDVs com CBZ, avaliamos o efeito de diferentes doses de
CBZ em ratos Fischer, para testar a reprodutibilidade dos dados supracitados em ratos de
outra linhagem.

Conforme previamente justificado na metodologia deste protocolo (item 3.10.2),
optamos por realiza-lo apenas para o Grupo Normonutrido. Observamos que a dose de 100
mg/kg de CBZ foi a mais eficiente em reduzir os parametros cardiovasculares (PAM e FC)
e aumentar a sobrevida dos animais inoculados com a TsTX. Este resultado condiz com
seu mecanismo bloqueador uso-dependente, haja vista que a CBZ liga-se
preferencialmente a CSDVs no seu estado inativado, diminuindo, assim, o numero de
CSDVs disponiveis para a ligacéo de TsTX (Kuo et al., 1997). Contudo, esta dose alterou
0 cronotropismo cardiaco basal dos animais (produziu bradicardia no periodo VEC/CBZ).
De fato, a CBZ é um agente neurotropico capaz de produzir efeitos cronotropicos e
dromotrdpicos negativos no sistema de conducdo cardiaco, principalmente em doses
supraterapéuticas (Namboodiri et al., 2006). Adicionalmente, constatamos que 50 mg/kg
de CBZ foi a menor dose utilizada capaz de atenuar a maior parte desses parametros (PAM
e 0bito). Assim, essa foi a dose escolhida para utilizagdo nos proximos protocolos, uma vez
que precisavamos evitar um possivel efeito toxico da droga no grupo Desnutrido.

Uma vez definida a dose de CBZ (50mg/kg), objetivamos averiguar os efeitos dessa
droga na génese da sintomatologia decorrente da acdo da TsTX nos diferentes estados
nutricionais (normonutricdo e desnutricdo). Observamos a capacidade da CBZ em
melhorar as manifestacdes cardiovasculares e a sobrevida ap0s a inje¢do i.c.v. de TsTX
apenas no grupo Normonutrido, sendo ineficiente nos ratos submetidos a restri¢do protéica.
Este resultado reforca a hipotese da desnutricdo ocasionar alteracBes morfoldgicas ou

numéricas na expressao de CSDVs, conforme sugerido anteriormente, uma vez que estes
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canais também sdo o alvo da acdo da CBZ. Outros estudos também sustentam esta hipotese
e evidenciam uma liberagdo reduzida de glutamato (Barbosa, 2007) e de acetilcolina
(Silva, 2008) no SNC de ratos desnutridos estimulados com a TiTX-y, uma B-toxina.

Diante da relevante participacdo do SNC na sintomatologia decorrente da injecéo
I.c.v. de TsTX, decidimos investigar a contribuicdo de cada subdivisdo autonémica no
comprometimento do SC e dbito resultantes da acéo central da TSTX.

Em resposta ao Prazosin, antagonista dos receptores o-1 adrenérgicos, observamos
reducdo dos niveis basais da PAM nos grupos Normonutrido e Desnutrido, provavelmente
conseqliente & diminuicdo da resisténcia periférica e do retorno venoso ao coragdo
(Goodman e Gilman, 2005). Contudo, essa reducao pressorica foi mais acentuada nos ratos
submetidos a desnutricdo protéica, sugerindo uma maior ativacdo simpatica vasomotora
nestes animais, conforme reportado em outros trabalhos (Tropia et al., 2001; Loss et al.,
2007). Em relagdo aos niveis basais de FC, observamos resposta taquicardica apds o
bloqueio a-1 adrenérgico apenas no grupo Normonutrido. Embora a reducéo da pré-carga,
associada ao bloqueio seletivo dos receptores a-1 exercido pelo Prazosin, possa impedir a
taquicardia reflexa (Goodman e Gilman, 2005), esta pode ser explicada pela estimulacéo
residual dos receptores B1 cardiacos, os quais ndao foram bloqueados. Sendo assim, o fato
de o Prazosin ndo ter alterado o perfil das respostas pressora e cronotrépica cardiaca,
tampouco a sobrevida ap6s a acdo da TsTX, sugere que as graves manifestagcdes
cardiocirculatdrias observadas no escorpionismo, as quais culminam em ébito, podem ser
mediadas pela acdo das catecolaminas sobre os receptores B1-adrenérgicos. Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para avaliar especificamente a participagdo dos receptores 1-
adrenérgicos na sintomatologia abordada.

Ap0s avaliarmos a contribuicdo da atividade simpética vasomotora sobre os efeitos
cardiocirculatérios induzidos pela injecdo i.c.v. de TsTX, também investigamos a
participacdo do SNP. Como esperado, 0 blogueio dos receptores muscarinicos com Metil-
atropina ndo alterou os niveis basais da PAM em nenhum grupo, visto que a maioria dos
leitos vasculares ndo apresenta inervagdo colinérgica (Goodman e Gilman, 2005). Por
outro lado, observamos o aumento da FC basal apenas no grupo Normonutrido, de maneira
semelhante aos resultados publicados por Martins et al (2007), indicando menor atividade
parassimpatica eferente para o coracdo em ratos submetidos a restricdo protéica (Martins,
2007). Além disso, ap6s o bloqueio do SNP, observamos alteragdes relevantes no perfil da

resposta pressora e cronotropica cardiaca (maior aumento da PAM e elevagdo da FC)
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decorrentes da acdo da TsTX sobre o SNC, apenas no grupo Desnutrido. Esse dado
contrasta com o aumento de atividade simpatica que verificamos nos animais desnutridos
em condicdes basais, visto que sugere uma maior participacdo do SNP sobre as alteragdes
cardiocirculatorias mediadas pela TsTX. Neste contexto, o SNP possivelmente atua
freando a ativacdo simpatica desencadeada pela toxina, pois esses animais ja apresentam
uma hiperatividade simpética basal. Contudo, como vimos anteriormente, quando ndo
atropinizados, os animais desnutridos apresentaram uma resposta pressora (branda e tardia)
secundaria a TsTX. Tal resposta pode ser parcialmente explicada por uma menor
excitabilidade neuronal em consequéncia de uma provavel reducdo numérica dos CSDVs.
Sabendo que a TsTX estimula a liberagdo de glutamato em preparacdes teciduais
(Massensini et al., 1998) e que a pronunciada liberacdo desse neurotransmissor esta
associada a toxicidade e morte neuronal (Millan et al., 1993), a neurotoxicidade do
glutamato sobre &reas bulbares e/ou hipotaldmicas poderia, em parte, justificar as
alteracdes cardiovasculares observadas. Sendo assim, a menor liberacdo de glutamato
evocada pela toxina escorpiénica em animais desnutridos (Barbosa, 2007) pressupde uma
menor intensidade das manifestacGes cardiocirculatorias encontradas neste grupo. Essa
alteracdo na neurotransmissdo glutamatérgica pode ser reforcada por outros estudos
(Agarwal et al., 1981; Barbosa, 2007; Rodrigues, 2008). Considerando que a desnutri¢cao
protéica altera a sintese de neurotransmissores, 0 numero e a afinidade de receptores de
varios sistemas de neurotransmissdo, como 0 serotoninérgico, o dopaminérgico, 0
gabaérgico e o colinérgico (Almeida et al., 1996), de alguma maneira, este insulto
nutricional pode interferir na ativacdo de substratos neurais recrutados pela TsTX. E
possivel que a desnutricdo protéica cause alteracbes em nlcleos hipotalamicos
relacionados ao controle cardiovascular, haja vista que o hipotdlamo é uma importante
regido do SNC que atua, principalmente, na regulacdo central da ingestdo alimentar,
metabolismo e atividade autondmica (Douglas, 2006; Pillot et al., 2011).

A redugdo reversivel no niimero de receptores a ¢ 3 adrenéergicos decorrente da
desnutricdo promovida no periodo de lactacdo, conforme relatado por Bell e Slotkin
(1988), sugere que o numero desses receptores € controlado, ao menos em parte, pelo
estado nutricional. Esse déficit numérico secundario a desnutricdo, provavelmente, pode
contribuir para uma menor responsividade a estimulacdo adrenérgica (Bell e Slotkin,
1988). Diante dessa observagdo, € pertinente a idéia de que essa responsividade reduzida

estimule um mecanismo adaptativo de ajuste autond6mico da PA em animais desnutridos.
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N&o obstante, o fato de néo termos observado alteracdo na sobrevida dos animais
normonutridos e desnutridos inoculados com a TsTX em nenhum dos grupos submetidos
aos bloqueios autondmicos, reforca a idéia de que o 6bito e as manifestacbes graves
decorrentes da microinjecdo i.c.v. desta toxina estdo estreitamente relacionadas a
hiperexcitabilidade neuronal gerada por sua agdo direta sobre o SNC, ndo associando-se
diretamente a possiveis alteracdes nas eferéncias autondémicas e/ou nos 6rgéos efetores.

Mais estudos devem ser realizados para elucidar quais e como 0s nucleos
relacionados ao controle cardiovascular sdo recrutados nos diferentes estados nutricionais
frente a acdo central da TsTX. A longo prazo, esta diferenca podera ser exatamente o ponto
estratégico para um tratamento coadjuvante especifico, que retarde os graves sintomas
cerebrais e cardiovasculares observados. Possivelmente, esta medida prolongaria a
sobrevida do paciente e viabilizaria um melhor progndstico, até que 0 mesmo tenha acesso
aos Centros de Referéncia de Tratamento de Acidentes Escorpidnicos.

Esperamos ter contribuido para o entendimento fisiopatoldgico deste fenémeno tdo
complexo, que é a Sindrome do envenenamento escorpionico, a qual acomete fortemente

paises em desenvolvimento, principalmente na faixa etaria infantil.
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6- CONCLUSOES

v A desnutricdo protéica pés-desmame, imposta por 35 dias, promoveu reducdo no peso

corporal e aumento nos niveis basais da PAM e FC.

v" A microinjecéo i.c.v. de TsTX, na dose de 1,74 ug/ulL, induziu aumento da PAM nos
dois grupos, embora este aumento tenha sido menor e ocorrido com maior laténcia no
grupo Desnutrido. Induziu aumento da FC apenas no grupo Normonutrido. Provocou
Obito em 100% dos animais, embora o Grupo Desnutrido tenha apresentado maior
sobrevida em relacdo ao Grupo Normonutrido.

v' A'injecdo i.p. de CBZ, nas doses de 50 e 100 mg/kg, foi eficaz em atenuar o aumento
de pelo menos um dos parametros analisados (FC e PAM) induzidos pela TsTX em

ratos normonutridos, aumentando a sobrevida dos animais.

v' A'injecdo i.p. de 50 mg/kg de CBZ reduziu o aumento da PAM evocado pela TsTX e
aumentou a sobrevida dos animais do grupo Normonutrido, sendo ineficiente nos ratos

submetidos a restri¢do proteéica.

v" A administracdo i.v. de Prazosin (1mg/kg/mL) reduziu os niveis basais de PAM nos
dois grupos; contudo, essa redugdo foi maior nos ratos desnutridos. Adicionalmente,
aumentou os niveis basais de FC apenas no grupo Normonutrido e ndo alterou a

sobrevida de nenhum grupo.

v A administracdo i.v. de Metil-atropina (Img/kg/mL) ndo modificou os niveis basais da
PAM em nenhum dos grupos, mas aumentou a FC apenas no grupo Normonutrido.
Alterou os perfis da resposta pressora e cronotrépica cardiaca desencadeadas pela a¢éo
central da TsTX, exclusivamente no grupo Desnutrido. Além disso, ndo modificou a

sobrevida em nenhum grupo.

Finalmente, concluimos que a desnutricdo proteica pos-desmame, induzida por 35

dias, alterou a sintomatologia decorrente da acao direta da TsTX sobre o SNC, atenuando
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as manifestagdes cardiovasculares e retardando o Obito decorrentes desta acdo. Nossos
achados sugerem que 0s animais desnutridos possuem menos sitios de ligagdo (CSDV)
para a toxina. Sendo assim, a gravidade dos sintomas evocados pela injecéo i.c.v. de TSTX

pode estar estreitamente relacionada a intensidade com que esta toxina age sobre o SNC.
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8- APENDICES

Tabela 6: Efeito da desnutrigdo sobre o peso corporal dos ratos (g).

Normonutrido Desnutrido
Animal Peso () Animal Peso ()
01 263,0 01 50,00
02 228,0 02 66,00
03 231,5 03 64,50
04 230,0 04 66,00
05 203,0 05 69,50
06 221,5 06 61,00
07 217,0 07 55,00
08 210,0 08 79,00
09 280,0 09 67,00
10 250,0 10 77,00
11 245,0 11 75,00
13 260,0 12 73,00
14 260,0 13 74,50
15 2245 14 80,00
16 240,0 15 82,00
17 270,0 16 98,00
18 260,0 17 98,50
19 282,0 18 100,00
20 248,0 19 73,00
21 264,0 20 95,00
22 269,0 21 83,00
23 267,0 22 100,00
24 253,5 23 83,50
25 250,0 24 99,00
26 233,0 25 82,00
27 250,0 26 78,50
28 268,0 27 97,00
29 284,0 28 90,00
30 269,0
31 243,0
32 243,0
33 250,0
34 255,0
35 230,0
36 289,0
37 298,0
38 230,0
39 285,0
40 275,0
41 300,0
42 247,0
43 260,0
44 252,0
45 265,0

Média + EPM 25443 Média + EPM 79+ 3*

*: Diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05, Test t - ndo pareado).



Tabela 7: Efeito da desnutrigéo sobre o peso cerebral dos ratos (g).

Normonutrido Desnutrido
Animal Peso () Animal Peso ()
01 1,21 01 1,17
02 1,28 02 1,21
03 1,15 03 1,11
04 1,25 04 1,11
05 1,30 05 1,19
Média + EPM 1,24+0,03 Média + EPM 1,16+0,02

*: Diferencga estatistica entre os grupos (p<0,05; Test t - ndo pareado).

Tabela 8: Niveis basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) dos grupos Normonutrido e Desnutrido.

Normonutrido Desnutrido

Animal PAM basal FC basal PAM basal FC basal
(mmHg) (bpm) (mmHg) (bpm)

01 108,85 371,11 117,02 418,24
02 119,82 383,12 125,71 487,54
03 117,79 423,06 128,89 455,80
04 103,40 356,99 119,53 490,28
05 106,28 341,99 112,05 487,98
06 109,25 381,78 119,37 518,08
07 107,06 433,74 117,23 385,00
08 111,81 353,94 101,69 474,83
09 118,28 390,17 139,35 412,81
10 114,58 351,80 106,54 408,66
11 110,92 444,60 129,07 429,82
12 103,33 405,79 129,93 368,82
13 113,09 351,60 110,58 479,05

Média + EPM 11142 384+9 120+3* 448+13*

*: Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Test t - ndo pareado).



Tabela 9: Niveis de PAM (mmHg) antes e ap6s a inje¢do i.c.v. de TSTX em ratos normonutridos
e desnutridos pré-tratados com veiculo (NV e DV).

Normonutrido Veiculo (PAM, em mmHg)

Animal VEC PBS TsTX1 TSTX2 TsTX3
01 135,30 136,94 170,44 192,18 30,15
02 104,38 109,71 167,95 157,35 26,04
03 108,95 111,69 175,81 193,28 93,56
04 126,59 129,02 188,47 188,92 46,55
05 135,33 130,95 182,66 169,48 85,37
06 112,93 108,52 173,85 176,15 62,84
07 128,55 116,09 178,13 179,32 70,39
08 97,14 94,69 163,24 163,60 95,93
09 110,41 106,22 172,93 181,86 33,53
10 105,74 102,92 159,57 156,64 57,64
11 113,92 114,06 157,48 164,98 85,29
12 100,02 98,51 135,59 184,87 69,64

Média + EPM 11544 113+4 169+4 # 1764 # 63+7#

Desnutrido Veiculo (PAM, em mmHg_;)

Animal VEC PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 109,91 118,44 131,91 127,27 44,30
02 125,04 121,14 134,40 105,03 59,28
03 105,09 104,56 130,77 133,17 55,67
04 122,71 118,71 143,43 152,21 44,05
05 108,33 106,40 125,24 125,75 111,84
06 132,64 127,96 154,31 170,40 19,71
07 100,39 103,88 137,54 144,98 10,60
08 115,03 121,34 117,69 168,31 84,12

Média + EPM 115+ 4 11543 134+4* 14148 *# 54+12#

*: Diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pos-teste de Bonferroni) e
#; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pés-teste de Dunnetts).
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Tabela 10: Niveis de FC (bpm) antes e ap6s a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos normonutridos e
desnutridos pré-tratados com veiculo (NV e DV).

Normonutrido Veiculo (FC, em bpm)

Animal VEC PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 293,17 307,67 370,61 410,92 277,80
02 358,40 376,40 415,73 380,18 360,10
03 408,37 495,29 400,69 481,06 352,12
04 408,44 453,25 497,49 490,71 345,07
05 383,78 388,64 455,81 447,73 433,61
06 454,57 446,48 475,90 428,82 360,13
07 409,61 358,51 499,96 488,53 386,05
08 338,10 326,58 441,05 454,82 407,14
09 393,35 387,35 481,07 496,00 315,48
10 422,99 401,30 462,82 424,98 413,79
11 342,39 323,73 333,78 368,38 478,15
12 410,62 412,47 411,09 461,15 480,54
Média + EPM 38513 39016 43715 # 444112 # 384+18

Desnutrido Veiculo (FC, em bpm)

Animal VEC PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 411,60 421,14 388,83 409,45 378,03
02 422,28 435,24 291,83 461,42 446,43
03 380,13 384,75 305,80 400,98 379,98
04 455,06 479,19 471,32 482,99 365,38
05 408,89 415,15 398,12 411,37 384,77
06 409,27 433,63 441,01 440,30 426,36
07 459,81 426,43 473,66 490,60 378,60
08 521,47 538,77 438,13 423,42 421,76
Média + EPM 434+16 442417 401425 44012 397+10

*: Diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pos-teste de Bonferroni) e
#; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pos-teste de Dunnetts).

Tabela 11: Tempo de sobrevida (min) ap6s a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com veiculo.

Normonutrido Veiculo Desnutrido Veiculo
Animal Sobrevida(min) Animal Sobrevida (min)
01 12 01 09
02 11 02 24
03 09 03 18
04 09 04 10
05 09 05 15
06 14 06 18
07 09 07 12
08 08 08 16
09 09
10 09
11 14
12 15
Med:Q1/Q3 9:9/13,5 15,5:10,5/18*

*: Diferencga estatistica entre os grupos (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-
rank para a comparagao entre as curvas).
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Tabela 12: Niveis de PAM (mmHg) de ratos Normonutridos inoculados com TsTX apds o pré-
tratamento com veiculo (NV) ou com diferentes doses de Carbamazepina (NCBZ50, NCBZ75 e

NCBZ100).
Normonutrido Veiculo (PAM, em mmHg)
Animal VEC/CBZ PBS TsTX1
01 135,30 136,94 170,44
02 104,38 109,71 167,95
03 108,95 111,69 175,81
04 126,59 129,02 188,47
05 135,33 130,95 182,66
06 112,93 108,52 173,85
07 128,55 116,09 178,13
08 97,14 94,69 163,24
09 110,41 106,22 172,93
10 105,74 102,92 159,57
11 113,92 114,06 157,48
12 100,02 98,51 135,59
Média + EPM 11544 113+4 169+4 #
Normonutrido CBZ 50 (PAM, em mmH
Animal VEC/CBZ PBS TsTX1
01 111,29 115,04 162,79
02 116,45 116,87 137,28
03 72,52 79,54 71,05
04 107,06 109,89 146,20
05 94,84 96,20 135,80
06 119,63 102,08 162,93
07 117,82 118,65 155,60
08 106,23 101,22 153,42
Média + EPM 1066 10545 141+11*
Normonutrido CBZ 75 (PAM, em mmHQ)
Animal VEC/CBZ PBS TsTX1
01 104,68 104,33 172,00
02 114,53 125,27 152,50
03 113,33 114,59 148,91
04 112,30 113,67 113,03
05 125,14 124,52 129,21
Média + EPM 11443 117+4 143+10
Normonutrido CBZ 100 (PAM, em mmHQ)
Animal VEC/CBZ PBS TsTX1
01 107,58 107,54 118,17
02 95,49 95,25 118,69
03 115,72 111,65 106,15
04 116,19 116,21 115,02
05 119,07 119,85 159,61
Média + EPM 111+4 1104 124+9*

*: Diferenca estatistica em relacdo ao grupo (NV), (p<0,05; Anova one-way , pés-test de Tukey) e

#; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pés-teste de Dunnetts).
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Tabela 13: Niveis de FC (bpm) de ratos Normonutridos inoculados com TsTX apds o pré-
tratamento com veiculo (NV) ou com diferentes doses de Carbamazepina (NCBZ50, NCBZ75 e
NCBZ100).

Normonutrido Veiculo (FC, em bpm)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1
01 293,17 307,67 370,61
02 358,40 376,40 415,73
03 408,37 495,29 400,69
04 408,44 453,25 497,49
05 383,78 388,64 455,81
06 454,57 446,48 475,90
07 409,61 358,51 499,96
08 338,10 326,58 441,05
09 393,35 387,35 481,07
10 422,99 401,30 462,82
11 342,39 323,73 333,78
12 410,62 412,47 411,09

Média + EPM 385+13 390+16 437415 #

Normonutrido CBZ 50 (FC, em bpm)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1
01 260,21 262,83 362,02
02 407,23 414,31 361,90
03 377,52 369,69 378,53
04 397,81 366,29 372,90
05 385,20 386,27 409,60
06 312,38 308,93 417,67
07 384,23 384,99 363,21
08 415,08 410,25 415,93

Média + EPM 368+19 363+18 385+9

Normonutrido CBZ 75 (FC, em bpm)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1
01 288,8 282,78 380,79
02 292,00 322,61 316,00
03 376,56 381,80 444,52
04 295,26 303,61 304,48
05 374,99 368,70 438,06

Média + EPM 326+21 332+19 377429

Normonutrido CBZ 100 (FC, em bpm)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1
01 259,00 260,47 299,08
02 249,27 250,64 298,49
03 368,69 364,81 321,14
04 296,26 296,28 294,18
05 262,65 283,63 313,08

Média + EPM 287+22* 291+20* 305+5*

*: Diferenca estatistica em relacdo ao grupo (NV), (p<0,05; Anova one-way , pés-test de Tukey) e
#; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pés-teste de Dunnetts).
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Tabela 14: Tempo de sobrevida (min) apds injecdo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos apés o

pré-tratamento com veiculo (NV) ou com diferentes doses de CBZ (NCBZ50, 75 e 100).

NV NCBZ50 NCBZ75 NCBZ100
Animal Sobrevida Animal Sobrevida Animal Sobrevida Animal Sobrevida
(min) (min) (min) (min)

01 12 01 24 01 26 01 60

02 11 02 29 02 28 02 60

03 09 03 60 03 21 03 60

04 09 04 25 04 60 04 60

05 09 05 15 05 60 05 43

06 14 06 12

07 09 07 28

08 08 08 24

09 09

10 09

11 14

12 15
Med:Q1/Q3 9:9/13,5 24,5:17,3/28,8* 28:23,5/60* 60:51,5/60*°

*: Diferenca estatistica em relacdo ao grupo (NV); °; Diferenca estatistica em relacdo ao grupo
(NCBZ50); (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste de Log-rank para a comparacao
entre as curvas).
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Tabela 15: Niveis de PAM (mmHg) antes e ap6s a inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos normonutridos
pré-tratados com veiculo (NV) ou com Carbamazepina na dose de 50mg/Kg (NCBZ).

Normonutrido Veiculo (PAM em mmHQg)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 135,30 136,94 170,44 192,18 30,15
02 104,38 109,71 167,95 157,35 26,04
03 108,95 111,69 175,81 193,28 93,56
04 126,59 129,02 188,47 188,92 46,55
05 135,33 130,95 182,66 169,48 85,37
06 112,93 108,52 173,85 176,15 62,84
07 128,55 116,09 178,13 179,32 70,39
08 97,14 94,69 163,24 163,60 95,93
09 110,41 106,22 172,93 181,86 33,53
10 105,74 102,92 159,57 156,64 57,64
11 113,92 114,06 157,48 164,98 85,29
12 100,02 98,51 135,59 184,87 69,64

Média + EPM 115+4 113+4 169+4 # 1764 # 63+7#

Normonutrido CBZ (PAM, em mmHg)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 111,29 115,04 162,79 169,45 32,32
02 116,45 116,87 137,28 198,40 60,84
03 72,52 79,54 71,05 109,26 120,85
04 107,06 109,89 146,20 177,90 29,33
05 94,84 96,20 135,80 173,52 102,90
06 119,63 102,08 162,93 157,77 47,73
07 117,82 118,65 155,60 168,98 110,57
08 106,23 101,22 153,42 153,05 49,32

Média + EPM 1066 10545 141+11* 164+9 69+13

*; Diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05;Anova two-way, pos-teste de Bonferroni) e

#; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pés-teste de Dunnetts).
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Tabela 16: Niveis de FC (bpm) antes e apés a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos normonutridos pré-
tratados com veiculo (NV) ou com Carbamazepina na dose de 50mg/Kg (NCBZ).

Normonutrido Veiculo (FC, em bpm)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 293,17 307,67 370,61 410,92 277,80
02 358,40 376,40 415,73 380,18 360,10
03 408,37 495,29 400,69 481,06 352,12
04 408,44 453,25 497,49 490,71 345,07
05 383,78 388,64 455,81 447,73 433,61
06 454,57 446,48 475,90 428,82 360,13
07 409,61 358,51 499,96 488,53 386,05
08 338,10 326,58 441,05 454,82 407,14
09 393,35 387,35 481,07 496,00 315,48
10 422,99 401,30 462,82 424,98 413,79
11 342,39 323,73 333,78 368,38 478,15
12 410,62 412,47 411,09 461,15 480,54

Média + EPM 385+13 390+16 43715 # 444112 # 384+18

Normonutrido CBZ (FC, em bpm)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 260,21 262,83 362,02 436,63 419,67
02 407,23 414,31 361,90 449,62 458,92
03 377,52 369,69 378,53 384,09 379,27
04 397,81 366,29 372,90 468,81 397,33
05 385,20 386,27 409,60 486,97 449,28
06 312,38 308,93 417,67 486,06 372,97
07 384,23 384,99 363,21 462,16 421,72
08 415,08 410,25 415,93 436,14 429,90

Média + EPM 368+19 36318 3859 451+12 41611

*: Diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pos-teste de Bonferroni) e
#; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pés-teste de Dunnetts).
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Tabela 17: Niveis de PAM (mmHg) antes e apés a injecéo i.c.v. de TsTX em ratos desnutridos
pré-tratados com veiculo (DV) ou com Carbamazepina na dose de 50mg/kg (DCBZ).

Desnutrido Veiculo (PAM, em mmHg_;)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 109,91 118,44 131,91 127,27 44,30
02 125,04 121,14 134,40 105,03 59,28
03 105,09 104,56 130,77 133,17 55,67
04 122,71 118,71 143,43 152,21 44,05
05 108,33 106,40 125,24 125,75 111,84
06 132,64 127,96 154,31 170,40 19,71
07 100,39 103,88 137,54 144,98 10,60
08 115,03 121,34 117,69 168,31 84,12

Média + EPM 115+ 4 115+3 134+4 14148 # 54+12#

Desnutrido CBZ (PAM, em mmHg)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 136,95 135,38 163,22 156,52 32,76
02 108,90 108,66 161,05 150,47 66,91
03 129,18 129,49 165,58 167,99 30,55
04 119,19 119,96 171,27 173,45 71,89
05 103,97 103,45 127,13 165,06 67,39

Média + EPM 120 +6 119 +6 158 +8 163 +4 54 +9

*: Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pos-teste de Bonferroni) e
#; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova one-way, pés-teste de Dunnetts).

Tabela 18: Niveis de FC (bpm) antes e apds a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos desnutridos pré-
tratados com veiculo (DV) ou com Carbamazepina na dose de 50mg/kg (DCBZ2).

Desnutrido Veiculo (FC, em bpm)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 411,60 421,14 388,83 409,45 378,03
02 422,28 435,24 291,83 461,42 446,43
03 380,13 384,75 305,80 400,98 379,98
04 455,06 479,19 471,32 482,99 365,38
05 408,89 415,15 398,12 411,37 384,77
06 409,27 433,63 441,01 440,30 426,36
07 459,81 426,43 473,66 490,60 378,60
08 521,47 538,77 438,13 423,42 421,76

Média + EPM 434+16 442417 40125 440412 397+10

Desnutrido CBZ (FC, em bpm)

Animal VEC/CBZ PBS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 361,69 336,89 340,46 424,25 353,80
02 494,92 458,66 517,70 482,41 394,16
03 388,30 419,48 475,14 523,70 346,13
04 455,91 490,10 492,51 445,47 347,56
05 465,12 499,88 460,14 527,61 430,77

Média + EPM 433+25 441+30 457431 481+21 375417

*: Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way, pés-teste de Bonferroni) e
#; Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,0; Anova one-way, pos-teste de Dunnetts).



Tabela 19: Tempo de sobrevida (min) apds a injecéo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) ou com Carbamazepina na dose de 50mg/kg
(NCBZ, DCBZ).

NV NCBZ DV DCBZ
Animal Sobrevida Animal Sobrevida Animal Sobrevida Animal Sobrevida
(min) (min) (min) (min)
01 12 01 24 01 09 01 30
02 11 02 29 02 24 02 20
03 09 03 60 03 18 03 11
04 09 04 25 04 10 04 9
05 09 05 15 05 15 05 18
06 14 06 12 06 18
07 09 07 28 07 12
08 08 08 24 08 16
09 09
10 09
11 14
12 15
Med: Q1/Q3 9:9/13,5 24,5:17,3/28,8* 15,5:10,5/18* 18:10/25

*. Diferenca estatistica em relagdo ao grupo (NV), (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o
teste de Log-rank para a comparag&o entre as curvas).

Tabela 20: Niveis de PAM (mmHg) antes e ap6s a injegdo i.c.v. de TSTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Prazosin (NP,DP).

Normonutrido Prazosin (PAM, em mmHgQ)

Animal Basal PBS PZS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 108,85 111,67 100,64 152,55 170,96 69,13
02 119,82 121,40 97,10 147,22 184,01 69,66
03 117,79 118,54 101,04 139,06 179,63 68,38
04 103,40 108,85 93,79 163,49 161,75 41,15
05 106,28 109,23 91,20 163,83 165,25 57,80
06 109,25 117,54 99,53 145,87 183,64 32,21
07 107,06 103,45 95,22 134,48 144,65 39,46

Média+ EPM 110 +2 113+2 97+1# 150+4# 170+5# 54+6#

Desnutrido Prazosin (PAM, em mmHg)

Animal Basal PBS PZS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 117,02 117,35 94,15 127,56 135,47 26,08
02 125,71 129,46 104,28 164,03 117,42 64,70
03 128,89 128,36 104,43 109,07 172,46 43,30
04 119,53 109,41 99,07 122,61 133,05 60,00
05 112,05 104,98 97,58 141,40 137,36 15,42
06 119,37 120,76 105,08 164,18 158,60 39,86
07 117,23 115,40 101,78 105,90 130,34 24,94

Média + EPM 120+ 2* 11843 101+2**# 13449 141+7*# 39+7#

**: Diferenca estatistica entre os grupos no periodo PZS (p<0,05; Teste t- ndo pareado);
*: Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; Pds teste de Bonferroni);
* Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova One-way, pos-teste de Dunnett).
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Tabela 21: Niveis de PAM(mmHg) apés a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) e com Prazosin (NP,DP).

Normonutrido Veiculo (PAM, em mmHg)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 170,44 192,18 30,15
02 167,95 157,35 26,04
03 175,81 193,28 93,56
04 188,47 188,92 46,55
05 182,66 169,48 85,37
06 173,85 176,15 62,84
07 178,13 179,32 70,39
08 163,24 163,60 95,93
09 172,93 181,86 33,53
10 159,57 156,64 57,64
11 157,48 164,98 85,29
12 135,59 184,87 69,64
Média + EPM 169+4 176+4 637
Desnutrido Veiculo (PAM, em mmHg)
Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 131,91 127,27 44,30
02 134,40 105,03 59,28
03 130,77 133,17 55,67
04 143,43 152,21 44,05
05 125,24 125,75 111,84
06 154,31 170,40 19,71
07 137,54 144,98 10,60
08 117,69 168,31 84,12
Média + EPM 134+4 141+8 54+12
Normonutrido Prazosin (PAM, em mmHg_;)
Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 152,55 170,96 69,13
02 147,22 184,01 69,66
03 139,06 179,63 68,38
04 163,49 161,75 41,15
05 163,83 165,25 57,80
06 145,87 183,64 32,21
07 134,48 144,65 39,46
Média + EPM 150+4 17045 54+6
Desnutrido Prazosin (PAM, em mmHg)
Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 127,56 135,47 26,08
02 164,03 117,42 64,70
03 109,07 172,46 43,30
04 122,61 133,05 60,00
05 141,40 137,36 15,42
06 164,18 158,60 39,86
07 105,90 130,34 24,94
Média + EPM 134+9 141+7 39+7

*: Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; Pés teste de Bonferroni).
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Tabela 22: Niveis de FC(bpm) antes e ap6s a injecéo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Prazosin (NP,DP).

Normonutrido Prazosin (FC, em bpm)

Animal Basal PBS PZS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 371,11 401,55 410,21 384,24 395,41 434,07
02 383,12 351,72 452,55 425,40 44291 370,11
03 423,06 367,97 485,87 329,25 390,23 390,48
04 356,99 362,35 426,54 453,62 432,77 318,16
05 341,99 387,43 379,98 415,57 435,80 310,40
06 381,78 442,14 427,80 373,31 462,40 378,33
07 433,74 392,74 439,13 410,09 402,94 427,56

Média + EPM 385+13 387+11 432+13# 399+15 42310 37618

Desnutrido Prazosin (FC, em bpm)

Animal Basal PBS PZS TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 418,24 415,73 537,60 424,56 417,94 323,41
02 487,54 497,85 548,55 444,89 389,88 349,00
03 455,80 512,15 464,59 413,32 402,35 397,37
04 490,28 501,81 523,48 496,00 485,23 306,68
05 487,98 500,34 511,37 483,06 547,43 357,34
06 518,08 576,56 549,96 497,29 453,09 387,68
07 385,00 377,91 380,33 385,29 390,78 406,78

Média + EPM  463+18* 483+35 502+23* 449+17 441422 361+14#

*: Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; Pos teste de Bonferroni);
* Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova One-way, pos-teste de Dunnett).
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Tabela 23: Niveis de FC(bpm) apés a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos Normonutridos e

Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) e com Prazosin (NP,DP).
Normonutrido Veiculo (FC, em bpm)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 370,61 410,92 277,80
02 415,73 380,18 360,10
03 400,69 481,06 352,12
04 497,49 490,71 345,07
05 455,81 447,73 433,61
06 475,90 428,82 360,13
07 499,96 488,53 386,05
08 441,05 454,82 407,14
09 481,07 496,00 315,48
10 462,82 424,98 413,79
11 333,78 368,38 478,15
12 411,09 461,15 480,54

Média + EPM 437+15 444+12 384+18

Desnutrido Veiculo (FC, em bpm)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 388,83 409,45 378,03
02 291,83 461,42 446,43
03 305,80 400,98 379,98
04 471,32 482,99 365,38
05 398,12 411,37 384,77
06 441,01 440,30 426,36
07 473,66 490,60 378,60
08 438,13 423,42 421,76

Média + EPM 401425 440+12 397+10

Normonutrido Prazosin (FC, em bpm)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 384,24 395,41 434,07
02 425,40 442,91 370,11
03 329,25 390,23 390,48
04 453,62 432,77 318,16
05 415,57 435,80 310,40
06 373,31 462,40 378,33
07 410,09 402,94 427,56

Média + EPM 399+15 423+10 376+18

Desnutrido Prazosin (FC, em bpm)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 424,56 417,94 323,41
02 444,89 389,88 349,00
03 413,32 402,35 397,37
04 496,00 485,23 306,68
05 483,06 547,43 357,34
06 497,29 453,09 387,68
07 385,29 390,78 406,78

Média + EPM 449+17 44122 361+14

*; Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; Pos teste de Bonferroni).
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Tabela 24: Tempo de sobrevida (min) apds a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV,DV) ou Prazosin (NP, DP).

NV NP DV DP
Animal Sobrevida Animal Sobrevida Animal Sobrevida Animal Sobrevida
(min) (min) (min) (min)
01 12 01 09 01 09 01 18
02 11 02 16 02 24 02 11
03 09 03 14 03 18 03 26
04 09 04 11 04 10 04 12
05 09 05 8 05 15 05 13
06 14 06 13 06 18 06 11
07 09 07 12 07 12 07 25
08 08 08 16
09 09
10 09
11 14
12 15
Med:Q1/Q3 9:9/13,5 12: 9/14 15,5:10,5/18* 13:11/25

*. Diferenca estatisticaem relagdo ao grupo (NV), (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o
teste de Log-rank para a comparagéo entre as curvas).

Tabela 25: Niveis de PAM (mmHg) antes e apds a injecdo i.c.v. de TSTX em ratos
Normonutridos e Desnutridos pré-tratados com Metil-atropina (NM,DM).

Normonutrido Metil (PAM, em mmHg)

Animal Basal PBS Atropina TsTX1 TsTX2 TSTX3
01 111,81 109,36 114,55 172,36 190,52 61,92
02 118,28 118,56 129,41 132,95 187,03 42,22
03 114,58 108,17 107,99 178,49 187,55 70,15
04 110,92 109,74 113,99 180,87 181,12 71,92
05 103,33 108,40 105,14 178,90 184,58 61,92
06 113,09 120,87 112,90 189,06 190,59 72,71

Média £+ EPM 11242 113+2 11443 172+8# 187+1# 63+5#

Desnutrido Metil (PAM, em mmHg)

Animal Basal PBS Atropina TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 101,69 100,88 101,98 158,92 180,01 54,90
02 139,35 134,74 128,96 138,90 181,32 60,19
03 106,54 108,56 105,49 133,87 155,99 46,38
04 129,07 126,26 121,29 149,75 157,26 62,68
05 129,93 134,40 129,00 179,16 161,13 48,00
06 110,58 108,93 115,79 165,46 162,12 55,51

Média + EPM 120+6 119+6 1175 154+7# 166+5# 55+3#

*: Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05, Anova two-way; Pos teste de Bonferroni);
* Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05, Anova One-way; pos-teste de Dunnett).
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Tabela 26: Niveis de PAM(mmHg) apés a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) e com Metil-atropina (NM,DM).

Normonutrido Veiculo (PAM, em mmHg)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 170,44 192,18 30,15
02 167,95 157,35 26,04
03 175,81 193,28 93,56
04 188,47 188,92 46,55
05 182,66 169,48 85,37
06 173,85 176,15 62,84
07 178,13 179,32 70,39
08 163,24 163,60 95,93
09 172,93 181,86 33,53
10 159,57 156,64 57,64
11 157,48 164,98 85,29
12 135,59 184,87 69,64

Média + EPM 169+4 176+4 63+7

Desnutrido Veiculo (PAM, em mmHg)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 131,91 127,27 44,30
02 134,40 105,03 59,28
03 130,77 133,17 55,67
04 143,43 152,21 44,05
05 125,24 125,75 111,84
06 154,31 170,40 19,71
07 137,54 144,98 10,60
08 117,69 168,31 84,12

Média + EPM 134+4 141+8 54412

Normonutrido Metil (PAM, em mmHg)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 172,36 190,52 61,92
02 132,95 187,03 42,22
03 178,49 187,55 70,15
04 180,87 181,12 71,92
05 178,90 184,58 61,92
06 189,06 190,59 72,71

Média + EPM 172+8 187+1 63+5

Desnutrido Metil (PAM, em mmHg)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 158,92 180,01 54,90
02 138,90 181,32 60,19
03 133,87 155,99 46,38
04 149,75 157,26 62,68
05 179,16 161,13 48,00
06 165,46 162,12 55,51

Média + EPM 154+7 166+5* 55+3

*: Diferenca estatistica entre os grupos Desnutrido Veiculo e Desnutrido Metil (p<0,05, Anova
two-way; Pds teste de Bonferroni).
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Tabela 27: Niveis de FC(bpm) antes e ap6s a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Metil-atropina (NM,DM).

Normonutrido Metil (FC, em bpm)

Animal Basal PBS Atropina TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 353,94 417,71 427,47 513,56 508,64 434,43
02 390,17 401,31 375,55 349,96 411,65 488,61
03 351,80 360,84 429,75 544,00 504,19 448,41
04 444,60 488,51 498,63 536,91 536,84 410,21
05 405,79 417,04 434,42 538,83 394,40 437,42
06 351,60 376,39 443,12 520,37 522,28 393,17

Média + EPM 38315 410+18 435+16# 501+31 # 480+25# 435+13#

Desnutrido Metil (FC, em bpm)

Animal Basal PBS Atropina  TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 474,83 490,06 515,05 500,33 512,40 387,20
02 412,81 419,87 413,40 433,09 447,12 431,74
03 408,66 421,15 440,67 449,23 444,92 391,07
04 429,82 439,62 532,28 554,21 550,97 490,29
05 368,82 592,63 497,21 526,54 520,28 410,93
06 479,05 515,97 545,67 591,21 585,19 417,48

Média + EPM  429+17 480+28 491422 509+25# 510+23# 422415

*: Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Anova two-way; Pos teste de Bonferroni);
* Diferenca estatistica intra-grupo (p<0,05; Anova One-way, pos-teste de Dunnett).



Tabela 28: Niveis de FC (bpm) ap6s a injecéo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV, DV) e com Metil-atropina (NM,DM).

Normonutrido Veiculo (FC, em bpm)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 370,61 410,92 277,80
02 415,73 380,18 360,10
03 400,69 481,06 352,12
04 497,49 490,71 345,07
05 455,81 447,73 433,61
06 475,90 428,82 360,13
07 499,96 488,53 386,05
08 441,05 454,82 407,14
09 481,07 496,00 315,48
10 462,82 424,98 413,79
11 333,78 368,38 478,15
12 411,09 461,15 480,54

Média + EPM 437+15 444412 384+18

Desnutrido Veiculo (FC, em bpm)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 388,83 409,45 378,03
02 291,83 461,42 446,43
03 305,80 400,98 379,98
04 471,32 482,99 365,38
05 398,12 411,37 384,77
06 441,01 440,30 426,36
07 473,66 490,60 378,60
08 438,13 423,42 421,76

Média + EPM 401425 440+12 397+10

Normonutrido Metil (FC, em bpm)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 513,56 508,64 434,43
02 349,96 411,65 488,61
03 544,00 504,19 448,41
04 536,91 536,84 410,21
05 538,83 394,40 437,42
06 520,37 522,28 393,17

Média + EPM 501+31 480425 435+13

Desnutrido Metil (FC, em bpm)

Animal TsTX1 TsTX2 TsTX3
01 500,33 512,40 387,20
02 433,09 447,12 431,74
03 449,23 444,92 391,07
04 554,21 550,97 490,29
05 526,54 520,28 410,93
06 591,21 585,19 417,48

Média + EPM 509+25* 510+23* 422+15

*: Diferenca estatistica entre os grupos Desnutrido Veiculo e Desnutrido Metil (p<0,05, Anova
two-way; Pds teste de Bonferroni).
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Tabela 29: Tempo de sobrevida (min) apds a injecdo i.c.v. de TsTX em ratos Normonutridos e
Desnutridos pré-tratados com Veiculo (NV,DV) ou Metilatropina (NM, DM).

NV NM DV DM
Animal Sobrevida Animal Sobrevida Animal Sobrevida Animal Sobrevida
(min) (min) (min) (min)
01 12 01 16 01 09 01 12
02 11 02 19,5 02 24 02 18
03 09 03 09 03 18 03 22
04 09 04 08 04 10 04 16
05 09 05 08 05 15 05 17
06 14 06 08 06 18 06 12
07 09 07 12
08 08 08 16
09 09
10 09
11 14
12 15
Med:Q1/Q3 9:9/13,5 8,5:8/16,9 15,5: 10,5/18* 16,5:12/19

*: Diferenca estatistica em relacdo ao grupo (NV), (p<0,05; estimativa de Kaplan e Meyer, com o
teste de Log-rank para a comparagéo entre as curvas).
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