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RESUMO

A sindrome do envenenamento escorpidnico é considerada um importante
problema de salde publica, em paises tropicais, devido a sua elevada incidéncia e
potencial gravidade dos sintomas, principalmente em criangas. Alguns estudos apontam
a grande sensibilidade do sistema nervoso central (SNC) a acdo dos componentes
toxicos do veneno e comprovam que as manifestacdes cardiorespiratorias, consideradas
as principais causa mortis do envenenamento, sdo decorrentes da ativagdo do sistema
nervoso autdbnomo, sobretudo, da subdivisdo simpética. Entretanto, a origem desta
modulacdo permanece desconhecida. Considerando a importante participacdo do SNC
na génese das repostas hemodinamicas e cardiacas evocadas pela acdo central da
Tityustoxina (TsTX, uma a-toxina extraida do veneno do escorpido Tityus serrulatus) e
a semelhanca destas respostas aquelas mediadas pelo hipotdlamo dorsomedial (HDM)
em reacgOes de defesa, 0 objetivo central deste trabalho foi avaliar a participacdo do
HDM nas respostas cardiovasculares decorrentes da injecdo i.c.v. de TSTX em ratos.
Para tal, em ratos acordados, avaliamos a influéncia de injecdes i.c.v. de diferentes
doses de TsTX (1,74pg; 0,174pg; 0,116pg e 0,087ug) sobre os parametros
cardiovasculares e sobre a porcentagem de letalidade e o tempo de sobrevida. Também
realizamos a correlacdo temporal entre estes parametros. Em ratos anestesiados,
avaliamos a influéncia da injecdo i.c.v. de TsTX (0,116ug) sobre os parametros
cardiovasculares e sobre a atividade simpatica renal, e o envolvimento dos receptores
GABAérgicos e glutamatérgicos ionotropicos do HDM sobre as alteragdes
cardiovasculares produzidas pela injecdo i.c.v. desta dose de TsTX. Dessa forma, nossos
principais achados foram: i) a comprovacdo de uma elevada sensibilidade do SNC a
toxicidade exercida pela TsTX; (ii) a relagdo dose-dependente entre o recrutamento de
estruturas encefalicas e o comprometimento cardiovascular (elevacdo da PAM e FC);
(iii) a constatacdo de uma alta correlacdo positiva entre a prematuridade das alteracdes
no ritmo cardiaco e a laténcia para o agravo destas respostas; (iv) uma elevada
correlagéo positiva entre a laténcia para 0 agravo das respostas pressora e taquicardica e
0 tempo de sobrevida; (v) 0 aumento da responsividade do nervo simpatico renal e (vi)
a fundamental participagdo dos receptores glutamatérgicos ionotropicos nas respostas
hipertensiva e taquicardica mediadas pela acdo central da TsTX. Nossos dados

corroboram a hipotese de que o SNC tem uma participacdo importante na

10



sintomatologia envolvida no envenenamento escorpidnico e sugerem que 0S circuitos
neurais recrutados pela TsTX, cuja ativacdo resulta em uma variedade de alteracfes
fisioldgicas e comportamentais, dependem da ativacdo dos diferentes subtipos de

receptores glutamatérgicos ionotrépicos presentes no HDM.
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ABSTRACT

The scorpion envenoming syndrome is an important public health problem, in
tropical countries, due to its high incidence and potential severity of symptoms, mainly
in children. Some studies address the high sensitivity of the central nervous system
(CNS) to the action of the venom toxic components and show that the cardiorespiratory
manifestations, which are considered the main causa mortis of scorpion envenoming,
are consequences of the autonomic nervous system activation, especially of the
sympathetic pathway. However, the origin of this modulation remains unclear.
Considering the important CNS participation on the genesis of the cardiovascular
responses evoked by the central action of Tityustoxin (TsTX, a a-type toxin extracted
from the Tityus serrulatus scorpion venom), and the similarity of these responses, to
those mediated by dorsomedial hypotalamus (DMH) in the cardiovascular responses
during defense reaction, the central aim of this work was to evaluate the role of DMH
on the cardiovascular responses to TsTX i.c.v. injection in rats. To this end, in awake
rats, we evaluated the influence of i.c.v. injections of different TsTX doses (1.74ug;
0.174pg; 0.116pug and 0.087ug) on cardiovascular parameters, on lethality percentage
and survival time, and a time correlation between these parameters. In anesthetized rats,
we evaluated the influence of TsTX i.c.v. injection (0.116ug) on cardiovascular
parameters and renal sympathetic nerve activity, and the involvement of GABA and
ionotropic glutamate receptors of HDM on cardiovascular alterations induced by i.c.v.
injection of this TsTX dose. Thus, our main findings were: i) the evidence of CNS high
sensitivity to TsTX toxicity; (ii) the dose-dependent relationship between brain
structures recruitment and the cardiovascular compromise (MAP and HR enhance); (iii)
a high positive correlation between prematurity of the changes in heart rate and the
latency to the grievance of these responses; (iv) a high positive correlation between
latency to the grievance of the pressor and tachycardic responses and survival time; (V)
the responsiveness increased of renal sympathetic nerve activity and (vi) the essential
participation at glutamate receptors in the hypertensive and tachycardic responses
mediated by central action of TsTX. Our data support the hypothesis that CNS plays an
important role in the symptomathology of scorpion envenomation and suggest that the
central circuit recruited by TsTX, whose activation results in an array of physiological
and behavioral changes, depend on the activation of the different subtypes of DMH

ionotropic glutamate receptors.
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1-INTRODUCAO

1.1-Escorpionismo
1.1.1- Epidemiologia

O escorpionismo, ou sindrome do envenenamento escorpiénico, configura um
relevante problema de salde publica mundial, devido a sua elevada incidéncia e
potencial gravidade dos sintomas (Ministério da Salde, 2009a). A maior prevaléncia
ocorre em paises tropicais, onde o clima quente e Umido favorece a proliferacdo dos
escorpides. No Brasil, a partir da implantacdo da notificacdo dos acidentes
escorpidnicos, em 1988, ocorreu um aumento significativo dos ndmeros registrados,
principalmente, nas regides Nordeste e Sudeste (Ministério da Saude, 2009a, 2013). Em
2012, ocorreram mais de 63.000 notificagdes, com um coeficiente de incidéncia de 32,9
€as0s/100.000 habitantes. Minas Gerais (MG) foi o0 estado que apresentou o maior
namero de notificagbes, com 14.336 ocorréncias. Em 2013, foram registrados mais de
78.000 casos de envenenamento escorpidnico, sendo MG novamente o recordista, com
17.021 notificagdes (Ministério da Salde, 2013). A maioria dos casos apresenta
evolucdo benigna, situando-se a letalidade em 0,58% (Ministério da Saude, 2001). Em
2012 e 2013, foram registrados pelo Sistema de Informacédo e Agravos de Notificacdo
(SINAN), respectivamente, 92 e 69 6bitos. Dos 92 6bitos, 38% (35 casos) ocorreram em
criancas menores de 10 anos. De forma semelhante, dos 69 dbitos, 37,7% (26 casos)
ocorreram em vitimas da mesma faixa etaria (Ministério da Salde, 2013). Portanto, as
manifestacBes graves e 0 Obito sdo preocupantes em se tratando de criangas, as quais
sdo mais vulneraveis aos efeitos toxicos do veneno escorpidnico (Campolina, 2006, Fan
et al. , 1994, Fundacdo Nacional de Saude, 2001, Ismail, 1995, Skolnik and Ewald,
2013).

1.1.2- Quadro Clinico, Classificacdo e Tratamento

O quadro clinico pode ser divido em local e sisttmico, de acordo com as
manifestacOes observadas. Dentre as manifestacfes 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, presséo, etc.), hiperemia, edema, sudorese localizada, além de

piloerecdo. Tais manifestacdes, geralmente, apresentam duracdo de até 24 horas,
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embora 0 quadro mais intenso ocorra nas primeiras horas apds o acidente. As
manifestacOes sistémicas podem ser divididas em: a) gerais: hipotermia, hipertemia e
sudorese profusa; b) digestivas: nduseas, vomitos, sialorreia, dor abdominal e diarreia,
sendo estas duas ultimas menos frequentes; c) neurologicas: tremores, hipertonia,
agitacdo psicomotora, confusdo mental e sonoléncia; e d) cardiorespiratorias:
taquipneia, dispneia, hipertensdo ou hipotensdo arterial, arritmias cardiacas,
insuficiéncia cardiaca congestiva, edema pulmonar agudo e choque. Tais manifestacfes
podem aparecer dentro de um intervalo de minutos até poucas horas (duas, trés horas)
ap6s o envenenamento (Ministério da Saude, 2001). O aparecimento dos sinais e
sintomas citados estabelece a suspei¢do diagndstica de envenenamento escorpiodnico,
mesmo na auséncia de relato de picada e do encontro/aprisionamento do escorpido
(Ministério da Saude, 2001).

A classificacdo dos casos em leve, moderado ou grave é realizada de acordo
com a gravidade dos sintomas, manifestacdes clinicas e tratamento instituido (Tabela
1). Alguns fatores como idade e salde prévia do paciente, espécie do escorpido,
conteddo do veneno nas glandulas do artropode, local e numero de picadas, além da
quantidade de veneno inoculado influenciam a gravidade do envenenamento (Dehesa-
Davila and Possani, 1994). Assim, o diagndstico e tratamento precisos sdo importantes
para evolucdo favoravel do caso.

As abordagens utilizadas no tratamento do envenenamento englobam a
soroterapia antiescorpionica (SA), cujo principal alvo terapéutico é neutralizar o veneno
circulante, além do tratamento sintomaético e suporte das fungdes vitais. Apesar da
ampla utilizacdo da SA, sua efetividade é questionada em funcdo das diferentes
propriedades farmacocinéticas apresentadas em relacdo ao veneno (Gueron et al. , 1992,
Hamed, 2003). Enquanto as toxinas do veneno possuem baixo peso molecular,
difundindo-se rapidamente para os tecidos, as imunoglobulinas do soro possuem
elevado peso molecular, apresentando absorcéo e distribuicdo lentas (Abroug et al. ,
1999, Hamed, 2003). Assim, a SA parece ser eficaz somente quando administrada

imediatamente apos a inoculagdo do veneno.
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Acidentes escorpidnicos
Classificacao dos acidentes quanto a gravidade, manifestagées clinicas e
tratamento especifico

Soroterapia

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

Leve* Dor e parestesia locais =

Dor local intensa associada a uma ou
mais manifestagcées, 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
manifestacdes: vomitos profusos e
4ab v

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

Grave

* Tempo de observacdio das criangas 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 apds a administragio da soroterapia.

Tabela 1: Acidentes escorpibnicos: Classificagdo, manifestacdes clinicas e tratamento. Fonte: Manual de
diagndstico e tratamento de acidentes por animais peconhentos. Ministério da Saude, 2001.

1.1.3- Principal agente causal: Tityus serrulatus

Os escorpides de importancia médica pertencem ao género Tityus. O Tityus
serrulatus (Figura 1), popularmente conhecido como escorpido amarelo, € considerado
0 escorpido de maior relevancia epidemioldgica, devido ao seu grande potencial em
causar envenenamentos graves (Cupo et al. , 1994). Esta espécie, que possui ampla
distribuicdo regional, principalmente no Sudeste, apresenta elevada capacidade de
proliferacdo (reproducdo partenogenética) e adaptacdo ao meio urbano (Ministério da
Saude, 2009b).
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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 escorpido Tityus serrulatus: composicao,
purificacdo e mecanismo de acdo

O veneno do escorpido Tityus serrulatus é composto por serotonina, histamina,
enzimas liticas (hialuronidases), lipides, nucleotideos, aminoacidos, além de peptideos
toxicos e ndo toxicos (Diniz and Gongalves, 1960). A primeira purificacdo do veneno
bruto foi realizada em 1966 por cromatografia em gel de filtragdo (Gomez and Diniz,
1966). Posteriormente, 0 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 i6nicos dependentes de voltagem
(Becerril et al. , 1997), alterando a excitabilidade celular e a propagacdo do impulso
elétrico. Dentre elas, destacam-se duas principais neurotoxinas: Toxina Gama (TiTX-y)
e Tityustoxina (TsTX), cujos alvos sdo 0s canais para sddio dependentes de voltagem
(CSDVs: componentes-chave na geracdo/propagacdo dos potenciais de a¢éo) (Barhanin
et al. , 1982). Tais neurotoxinas sdo, respectivamente, classificadas como o ou B, de
acordo com seu sitio especifico de ligacao (Catterall, 1997).

A TiTX-y é uma proteina basica, composta por 61 amino&cidos, cujo peso
molecular é de aproximadamente 6675 Da (Sampaio, Laure, 1983). Classificada como

B-toxina por se ligar ao sitio IV dos CSDVs, aumenta a probabilidade de abertura desses
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canais em potencias transmembranicos mais negativos. Assim, eleva a probabilidade de
ocorréncia de potenciais de agdo com despolariza¢cbes de membrana menores e viabiliza
disparos espontaneos (Barhanin, Giglio, 1982, Vijverberg et al. , 1984).

A TsTX, uma proteina basica de 63 aminoacidos e peso molecular de cerca de
7200 Da (Sampaio, Laure, 1983), é uma a- toxina por se ligar ao sitio 111 dos CSDVs.
Essa ligagéo retarda o processo de inativacdo e prorroga o tempo de abertura desses
canais (Barhanin, Giglio, 1982), promovendo o aumento do influxo de sédio e a
hiperexcitabilidade celular, cuja consequéncia €é a acentuada liberacdo de
neurotransmissores, por ex.: glutamato, acetilcolina, GABA e dopamina, conforme
observado em varias preparacOes teciduais (Casali et al. , 1995, Dorce and Sandoval,
1994, Fernandes et al. , 2004, Massensini et al. , 1998).

Neste estudo, optamos pela utilizacdo da TsTX, visto que venenos com maiores
concentragOes de a-toxina foram considerados mais letais (Kalapothakis and Chavez-
Olortegui, 1997).

1.1.5- A acdo central da TsTX e as manifestacGes cardiovasculares

O evidente comprometimento cardiorrespiratério justifica o extenso nimero de
estudos clinicos e experimentais acerca dos efeitos do veneno do escorpido Tityus
serrulatus e suas fracdes toxicas sobre o sistema cardiovascular (Azevedo et al. , 1983,
Celeste Henriques et al. , 1968, Guidine et al. , 2009, Ismail et al. , 1974, Ismail et al. ,
1973, Ismail et al. , 1972, Ismail et al. , 1983, Mesquita et al. , 2003). Além das
complicacBes cardiorrespiratorias (arritmias cardiacas, alteracbes hemodinamicas,
edema pulmonar e choque) consideradas as principais causa mortis do acidente
escorpidnico (Bahloul et al. , 2002, Freire-Maia and Campos, 1989, Freire-Maia et al. ,
1994, Freire-Maia et al. , 1974, Ismail, 1995), outras manifestacfes cardiacas
(isquemias miocardicas, elevacdo sérica de enzimas cardiacas e infarto do miocéardio)
sdo frequentemente relatadas (Cupo and Hering, 2002, Mesquita, Moraes-Santos, 2003,
Teixeiraetal., 2001).

Tanto em estudos clinicos quanto em experimentais, 0s sintomas mais relatados
sdo alteragGes na pressdo arterial sistémica e no ritmo cardiaco, e edema pulmonar
(Ismail, 1995). Em se tratando deste ultimo tipo de estudo, nem mesmo o efeito
anestésico, ou a via de inoculacdo do veneno, sdo capazes de modificar o perfil dos

sintomas mais relatados nos animais (Ismail, 1995). H4 um consenso de que os efeitos
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cardiovasculares resultam da estimulacdo do Sistema Nervoso Autdonomo (SNA), com
predominio da via simpética e liberacdo tecidual de catecolaminas (Freire-Maia, Pinto,
1974, Ismail, 1994, 1995, Ito et al. , 1981). Apesar disso, opinides diferem acerca da
origem desta modulacdo, variando entre: 1) estimulacdo simpética periférica; 2)
estimulagdo pré-ganglionar simpatica e espinhal; 3) secrecdo adrenal; 4) acdo direta
sobre coragdo; 5) estimulacdo hipotalamica ou bulbar; e 6) uma combinacdo de todos ou
alguns destes efeitos (Celeste Henriques, Gazzinelli, 1968, Del Pozo, 1968, Efrati,
1951, Freire-Maia, Pinto, 1974, Guidine, Mesquita, 2009, Ismail, 1995, Magalhaes,
1928, Mesquita et al. , 2002, Teixeira, Fontoura, 2001).

H& fortes evidéncias de que o Sistema Nervoso Central (SNC) exerce uma
importante participacdo na génese dos sintomas do envenenamento escorpiénico grave.
No inicio do século XX, alguns trabalhos apontaram a acdo direta das toxinas sobre
ndcleos bulbares de controle cardiorrespiratorios (Efrati, 1949, Magalhdes, 1938).
Contudo, pesquisas posteriores negligenciaram a acdo central devido ao entendimento
de que os peptideos tdxicos do veneno ndo cruzariam a barreira hematoencefalica
(BHE) (Ismail, Kertesz, 1974, Revelo et al. , 1996).

N&o obstante, relatos experimentais sugeriram grande sensibilidade do SNC a
acdo da TsTX. Clot-Faybesse et al. realizaram injecdo subcutanea (s.c.) de toxina
marcada com tecnécio-99 e a detectaram no SNC de camundongos neonatos (Clot-
Faybesse et al. , 2000). De fato, Nunan et al. observaram aumento na permeabilidade da
BHE a TsTX (3 vezes maior) em ratos jovens quando comparado a adultos (Nunan et
al. , 2003). Ademais, em ratos submetidos a injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de
TsTX (1,74 pg), foram constatadas alteragdes comportamentais (saltos, giros e corridas
— um indicativo do recrutamento de estruturas envolvidas na resposta de luta e fuga) e
sintomas classicos do envenenamento escorpidnico grave (taquipnéia, arritmias
cardiacas graves, convulsbes, edema pulmonar e O6bito) (Mesquita, Moraes-Santos,
2003, Silva et al. , 2013). Porém, a mesma dose, quando administrada intravenosamente
(i.v.), ndo foi capaz de promover tais sintomas (Mesquita, Moraes-Santos, 2003). Em
outro estudo, neurbnios do nucleo do trato solitario (NTS), bem como neurénios
adjacentes ao sistema ventricular, foram marcados apds inje¢do i.c.v. do composto
TsTX-ALEXA (corante fluorescente AF568) em ratos, em visualizagcdo por microscopia
de fluorescéncia (Mesquita, 2002).

Outro trabalho experimental, no qual os ratos foram submetidos a injecdo de

TsTX (mesma via de administracdo e dose), mostrou correlacdo temporal entre disparos
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epileptiformes registrados na Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG: regiéo
envolvida nas respostas cardiovasculares e comportamentais a situagdes aversivas) e um
aumento da modulacdo da atividade simpatica cardiaca (Guidine, 2005). De modo
semelhante, a injecdo s.c. de TsTX (6mg/kg), em ratos jovens, induziu descargas de alta
amplitude no NTS, as quais foram correlacionadas a alteracGes eletrocardiograficas (por
ex.: blogueios atrioventriculares de diferentes graus, batimentos ectopicos, taquicardia
ou bradicardia sinusal e despolarizacdo atrial e ventricular prematuras) (Guidine,
Mesquita, 2009). De fato, um estudo recente mostrou que areas do tronco cerebral
envolvidas na regulagdo autondmica sdo as provaveis estruturas que iniciam a cascata
dos sintomas graves observados no envenenamento escorpidnico (Guidine et al. , 2014).

A atenuacdo dos sintomas do envenenamento, obtida com farmacos
neurotropicos, reforca a participacdo do SNC na fisiopatologia do envenenamento
escorpidnico grave. A administracdo intramuscular (i.m.) de fenobarbital, agonista
GABA¢érgico, foi eficiente em bloguear o edema pulmonar induzido pela injecéo i.c.v.
de TsTX em ratos (Mesquita, Moraes-Santos, 2002). A administracdo de lignocaina,
bloqueador dos CSDVs, atenuou 0s sintomas e diminuiu a letalidade ap6s o
envenenamento escorpiénico em coelhos (Fatani et al. , 2000). Em ratos tratados com
carbamazepina, outro blogueador dos 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). E, por fim, em ratos jovens,
a CBZ atenuou as descargas epileptiformes de alta amplitude no NTS geradas pela
injecdo s.c. de TsTX, as quais correlacionaram-se as alteracGes eletrocardiograficas
previamente citadas (Guidine, Mesquita, 2009).

Assim, as informacdes supracitadas agregadas a evidéncias clinicas, as quais
ressaltam a vulnerabilidade de criangas aos sintomas graves e 6bito, também avigoram o
envolvimento do SNC na génese das manifestagdes sisttmicas do escorpionismo.
Nestas circunstancias, a fragilidade da BHE - principalmente, nas proximidades do
terceiro e quarto ventriculo, onde sdo naturalmente mais permedveis - poderia
comprometer o controle cardiorrespiratorio exercido por nucleos encefalicos (Price et
al., 2008).
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1.2- O Sistema Nervoso Central e a regulacdo cardiovascular

Desde o século XIX, por meio dos trabalhos pioneiros de Claude Bernard,
admite-se a fundamental importancia do SNC na regulacdo do Sistema cardiovascular,
cuja funcdo primordial é manter, constantemente, a pressao arterial (PA) em niveis
adequados, a fim de assegurar uma perfusdo orgénica ideal em diferentes situagdes,
garantindo o aporte apropriado de nutrientes e oxigénio (Bernard, 1867 , Thayer and
Lane, 2009, Tonhajzerova et al. , 2012).

Por volta de 1920, Walter Cannon determinou que o SNA, por meio de suas
vias eferentes (simpatica e parassimpatica), era essencial para o controle da homeostase
(Cannon, 1939). Neste contexto, parte dos ajustes cardiovasculares sao realizados por
meio do SNA, cuja atividade é gerada e modulada em varios ndcleos do SNC. O
controle neural da circulacdo opera via neurbnios parassimpaticos que inervam o
coragdo, e simpéaticos que inervam vasos sanguineos, coracdo, rins e adrenais,
influenciando o sistema cardiovascular tanto de maneira tonica, quanto reflexa
(Guyenet, 2006).

A atividade simpatica é regulada por diferentes circuitos neurais. Mesmo em
repouso, as fibras vasomotoras simpaticas possuem um nivel de atividade basal, que
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 érgdos circunventriculares)
(Goldstein, 1995, Tibirica, 2001). Este tltimo pode justificar o mecanismo pelo qual a
TsTX age sobre 0 SNC (Guidine, Mesquita, 2009, Mesquita, Moraes-Santos, 2003).

Sendo assim, estruturas encefalicas que se conectam aos Orgaos
circunventriculares e sdo cruciais para o controle cardiovascular, tais como o
hipotdlamo dorsomedial (HDM), podem estar susceptiveis a ac¢do de substancias

presentes na circulacdo (Guyenet, 2006, Price, Hoyda, 2008).
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1.3- O hipotadlamo dorsomedial e o controle cardiovascular
nas reacoes de defesa

O HDM, um nucleo diencefalico, localizado bilateral e adjacentemente ao
terceiro ventriculo, caudal ao ndcleo paraventricular do hipotdlamo e dorsal ao nucleo
ventromedial (Paxinos and Watson, 1986), é considerado um componente-chave das
vias centrais que mediam as respostas cardiovasculares durante as reacdes de defesa
(DiMicco et al. , 1996, Graeff, 1990, Jardim and Guimaraes, 2001, Zhong et al. , 2008).

Embora o0 HDM esteja sob constante inibicdo da Area Pré-6ptica medial, pode
receber sinapses excitatorias de outras regides que também participam das respostas
cardiocirculatérias observadas em ocasides emergenciais, tais como: Amigdala (Amg) e
PAG (de Menezes et al. , 2006, de Menezes et al. , 2009, de Menezes et al. , 2008,
Horiuchi et al. , 2009, Soltis et al. , 1998). O HDM também envia projecdes para a
PAG, Bulbo Rostroventrolateral (RVLM) e Raphe Palidus (RPa) (Fontes et al. , 2001,
Fontes et al. , 2006, Horiuchi et al. , 2004). A RVLM e a RPa, respectivamente,
desempenham uma importante funcéo reguladora sobre o tdnus simpatico vasomotor e
cardiaco em situacdes emergenciais (Fontes et al. , 2011, Fontes, Menezes, 2006). A
RVLM contém neurbnios pré-motores simpaticos relevantes para o controle tonico e
reflexo da presséo arterial (Dampney et al. , 2000, Guyenet, 2006) e apresenta uma
frequéncia de disparo 5 vezes maior apds a desinibicao/ativacdo do HDM pela injecéo
do antagonista de receptores GABA,, bicuculina metiodida (Horiuchi, McAllen, 2004).
Diferente da resposta pressora, a resposta taquicardica e a modulagdo simpatoexcitatoria
para o coracdo observadas em situacdes de estresse agudo séo dependentes da atividade
na Rpa. Tal fato € confimado pelo aumento da resposta cronotropica e simpatica
cardiaca (semelhantes as observadas na ativacdo do HDM), apds a desinibicdo dos
neurdnios da Rpa (Bailey and Dimicco, 2001), como também, pela atenuacdo de mais
de 50% da taquicardia mediada pela ativacdo do HDM, ap06s a inibicdo da Rpa em ratos
anestesiados (Cao and Morrison 2003). Todas as observagdes supracitadas sugerem que
o HDM pode ser um alvo critico na génese das respostas cardiovasculares

desencadeadas pela acéo central da TsTX.
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2 — JUSTIFICATIVA

Embora o comprometimento neurolégico e cardiovascular no acidente
escorpibnico grave seja inquestionavel, pouco se sabe acerca desta inter-relacdo. Neste
contexto, torna-se importante correlacionar a elevada sensibilidade do SNC a acéo das
toxinas escorpibnicas com a progressdo e a gravidade dos sintomas cardiacos e
hemodindmicos observados (geralmente, associados aos Obitos). Ademais, apesar da
ampla utilizacdo do soro antiescorpionico (SA), este parece ser eficaz somente quando
administrado precocemente ap6s a inoculacdo do veneno, devido as diferentes
propriedades farmacocinéticas entre as toxinas e as imunoglobulinas do soro. Essa
limitacdo, associada a dificuldade de se encontrar o SA em unidades de saude de menor
porte, estabelece um obstaculo ainda maior, tornando fundamental a procura por outros
tratamentos que auxiliem no combate dos sintomas secundarios ao envenenamento. Nao
obstante a investigacdo clinica seja decisiva para o0 estabelecimento de novas
abordagens terapéuticas, seria impraticavel realizad-la sem o prévio e extensivo
desenvolvimento de pesquisas experimentais, a comecar pelo essencial: o melhor
entendimento dos mecanismos neuroanatdbmicos e neuroquimicos envolvidos na
fisiopatologia do envenenamento escorpiénico. Sendo assim, é indispensavel elucidar
quais e como nucleos encefalicos envolvidos no controle cardiovascular séo recrutados
pela acdo central da TsTX, haja vista que, a longo prazo, este possa ser o ponto
estratégico para um tratamento coadjuvante que, além de retardar e/ou atenuar 0s
sintomas cerebrais e cardiovasculares, melhore o prognéstico e aumente a sobrevida do

paciente.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral:

Avaliar a participagdo do HDM nas respostas cardiovasculares promovidas pela
injecdo i.c.v. da TsTX em ratos.

3.2- Objetivos especificos

1) Avaliar, em ratos acordados, a influéncia das injecGes i.c.v. de diferentes
doses de TsTX (1,74pg; 0,174pg; 0,116pg e 0,087pg) sobre os parametros
cardiovasculares (PAM e FC), a porcentagem de letalidade e o tempo de sobrevida,

além de verificar se ha correlacdo temporal entre estes parametros;

2) Avaliar, em ratos anestesiados, a influéncia da injecdo i.c.v. de TsTX
(0,116pg) sobre os parametros cardiovasculares (PAM e FC) e sobre a atividade

simpatica renal;

3) Avaliar, em ratos anestesiados, a participacdo dos receptores GABAérgicos do
HDM sobre as respostas cardiocirculatorias decorrentes da injecdo i.c.v. de TsTX

(0,116p0), por meio da ativacdo destes receptores com muscimol (agonista GABAA);

4) Avaliar, em ratos anestesiados, a influéncia dos receptores glutamatérgicos
ionotrépicos do HDM sobre as respostas cardiovasculares decorrentes da injegao i.c.v.
de TsTX (0,116ug), por meio da inibicdo destes receptores, primeiramente, com uma
mistura de AP5 e CNQX (respectivamente, antagonistas de receptores NMDA e
AMPA/Kainato), e posteriormente, de maneira independente, utilizando ambos o0s

antagonistas.
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4- MATERIAL E METODOS
4.1- Modelo animal

Ratos Wistar adultos (310+10g) foram fornecidos pelo Centro de Ciéncia
Animal/UFOP, e mantidos 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 dgua e a ragao.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica de
Uso Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA-UFOP), por meio dos
protocolos de numero 2011/46 e 2013/49. Todas as normas estabelecidas por esta
comissdo foram respeitadas, de forma a minimizar o sofrimento dos animais durante os
experimentos. Além disso, 0 nimero de animais de cada grupo foi reduzido ao maximo,
sem comprometer a confiabilidade das andlises estatisticas. Para tanto, sempre que

possivel, cada rato foi utilizado como controle dele mesmo.

4.2- Drogas/ Solugdes utilizadas

PBS (Salina tamponada com fosfato; pH 7,2);

Anestésico (Solugdo de Ketamina + Xilazina)*: dose (ketamina: 80mg/kg ; Xilazina:
7mg/kg) e volume (0,1mL/100g de animal; i.m.);

Anestésico Uretana: dose (1,4g/kg) e volume (1ml/100g de animal; i.p.);
Antiinflamatorio [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]*: dose Unica (4mg/Kg) e volume
(0,1 mL/100g de animal; i.m.);

Antibiotico (Pentabidtico Veterinario)*: dose Unica: 48.000Ul de penicilina, 20mg de
estreptomicina e 20mg de diidroestreptomicina/kg. Volume: 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, Laure, 1983).
Fornecida pelo Prof. Dr. Tasso Moraes-Santos, do Laboratério de Nutricdo
Experimental (LNE) da Faculdade de Farméacia da UFMG. A toxina liofilizada foi
diluida em PBS e sua concentracdo foi determinada por espectrofotometria, com
absorbancia medida em 280nm, em duplicata, para dilui¢cGes de 1/50 e 1/25. A constante
de conversdo 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

32



trabalho de (Massensini, 1996). Concentragdes utilizadas: (1,74pg/pL; 0,174pg/uL;
0,116pg/uL e 0,087ug /uL).

Muscimol: agonista de receptores GABAA (100pmol/100nL).

AP5 (2-amino-5-phosphonopentanoato): antagonista de receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA (200pmol/100nL).

CNQX  (6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona):  antagonista de  receptores
glutamatérgicos do tipo AMPA/Kainato (200pmol /100nL).

Mistura (AP5+CNQX): (100pmol + 100pmol/100nL).

*, Substancias utilizadas em animais submetidos a experimentos quando acordados.

4.3- Procedimentos cirurgicos

4.3.1- Traqueostomia

ApOs anestesia com uretana (1,4g/kg; i.p.), na superficie ventral do pescoco,
préximo ao manubrio esternal, foi realizada uma pequena incisdo na pele do animal. As
estruturas musculares foram divulsionadas e rebatidas e, ap6s a localizacdo da traqueia,
foi realizado um pequeno orificio entre dois anéis cartilaginosos para a inser¢do de uma
canula (JELCO Plus - n° 14G 7068 — Johnson & Johnson MEDICAL) conectada a um
tubo “Y”. Dessa forma, viabilizou-se a aspiracdo endotraqueal (Se necessario) e

manutencdo das vias aéreas.

4.3.2- Canulacédo da artéria e veia femorais

Esses procedimentos foram realizados, respectivamente, para medicdo de
pressao arterial e frequéncia cardiaca, e infusdo de anestésico uretana em animais
anestesiados (caso tenha sido necessario suplementar). Apds anestesia (solucdo de
Ketamina + Xilazina ou uretana de acordo com o grupo avaliado, respectivamente,
animais submetidos a experimentos quando acordados ou sob efeito anestésico —
conforme item 4.2), os animais foram submetidos ao implante de uma canula na artéria
e na veia femoral, por meio de uma incisdo na regido inguinal do rato. Esta regido foi
dissecada até que a artéria e a veia femoral ficassem aparentes e, posteriormente,
pudessem ser isoladas cuidadosamente. Em seguida, 2 fios de sutura foram
posicionados por baixo dos vasos, e foram tensionados e cortados em sua parede

superior. As canulas foram inseridas nos vasos. A canula arterial foi inserida na artéria
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até que sua ponta alcancasse a artéria aorta abdominal (mais ou menos 4 cm).
Posteriormente, as canulas foram transpassadas pelo dorso até a regido da escépula,
onde foram fixadas (procedimento realizado apenas nos animais submetidos aos
experimentos quando acordados). A incisdo foi suturada e higienizada com alcool

iodado.

4.3.3- Craniostomia e localizac@o do ventriculo lateral esquerdo (VLE)
e do HDM

Sob o efeito anestésico, os ratos foram alocados em um estereotaxico. Apds
dissecacdo e limpeza da regido do créanio, foram realizados trepanagOes para a
realizacdo da microinjecao nos sitios de interesse (no maximo trés orificios/ animal). As
coordenadas para a localizacdo do sitio de microinjecdo foram obtidas de acordo com o
Atlas de Paxinos & Watson (Paxinos, 1998).

Para a realizagdo de protocolos com ratos anestesiados, foram utilizados os
seguintes parametros:

1)VLE: a partir do bregma, (AP): -0,5 mm, (DV): -4,7 mm e LL: -1,5mm.

2) HDM: a partir do bregma, AP: -3,3mm, DV: -8,3mm e LL: £0,6mm.

As micro/nanoinjecOes foram realizadas por uma injetora (confeccionada com
agulha gengival) conectada a uma seringa Hamilton de 5ul por meio de um tubo de
polietileno (PE10).

Para realizacdo dos protocolos com ratos acordados, canulas-guia medindo
10mm foram dirigidas ao VLE por meio das mesmas coordenadas descritas acima,
exceto para o parametro dorso-ventral (DV): -3,7 mm. Posteriormente, as canulas-guia
foram fixadas com parafusos cobertos por resina acrilica. As microinjecfes foram
realizadas por uma injetora de 11mm (confeccionada com agulha gengival), também
conectada a uma seringa Hamilton de 5ul por meio de um tubo de Polietileno 10
(PE10).

4.3.4- Localizacéo e isolamento do nervo renal

Apbs a tricotomia do flanco lateral esquerdo dos ratos, uma area delimitada entre
a Ultima costela e a pata traseira foi demarcada com caneta dermatogréafica e exposta
pela retirada da pele. Em seguida, a musculatura paravertebral da regido retroperitoneal
foi divulsionada até a localizacdo do rim. Um campo operatério foi fixado as
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extremidades da incisdo cirdrgica para visualiza¢do e acesso a aorta abdominal, nervo e
artéria renais. Com o auxilio de uma lupa (Opto sm, 2002), o nervo renal foi
cuidadosamente localizado e dissecado. O nervo renal foi posicionado sobre um par de
eletrodos de prata acoplados a um micromanipulador. Os bursts de atividade simpética
do nervo renal captados pelo eletrodo foram filtrados (100 a 1000Hz), amplificados e
enviados simultaneamente a um amplificador de som e a um osciloscopio (Tektronix
546B) para visualizacdo e identificacdo da frequéncia de descarga que caracterizam a
atividade simpatica. Além disso, a atividade simpatica captada foi conduzida a uma
placa analdgico-digital e a um sistema de aquisicdo de dados (Power Lab 4/20 —
ADlInstruments). Por meio de um software (Chart 7.2 for Windows), o sinal captado foi
registrado como sinal bruto, medido por unidades arbitrarias e simultaneamente
convertido em sinal integrado para a variagdo da atividade simpatica para o nervo renal
(RSNA) ser avaliada. Dentro do campo cirurgico foi adicionado, durante todo o
experimento, 6leo mineral (Nujol — Schering-Plough) a + 37,5° C para evitar
ressecamento, isolar a captacdo do sinal do nervo renal de ruidos externos e para
conducdo da onda ultrassdnica. Toda essa preparacdo permaneceu em observacdo por
cerca de 30 minutos ou até a estabilizacdo dos parametros cardiovasculares para que se

iniciassem o0s procedimentos experimentais.

4.4- Histologia

Ao término de cada protocolo experimental (descritos no proximo item),
injetamos o corante Azul de Evans (2%) no VLE (1uL) e no HDM direito e esquerdo
(100nL), para confirmar a posi¢do da agulha de injecdo. Os animais acordados foram
anestesiados com solugdo de Ketamina + Xilazina e os ja anestesiados foram
suplementados com Uretana (14%), quando necessario (como descrito no item 4.3.2).
Feito isso, estes foram submetidos a uma toracotomia para a exposi¢do do coracdo. Os
animais foram perfundidos com solugdo salina (0,9%), seguida de solugdo de formalina
(10%) por meio de pun¢do cardiaca. Em seguida, os encéfalos foram retirados, fixados
em solucdo de formaldeido tamponado 10% por 48 horas e estocados em sacarose 20%
por 24 horas. Posteriormente, os encéfalos foram seccionados transversalmente em
fatias de 50 pm de espessura com o auxilio de um Criostato (Leica CM 1850,

Alemanha). Os cortes histoldgicos foram corados em Vermelho Neutro para posterior
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visualizagdo em microscopio Optico. Apenas animais com sitios de injecdo confirmados

pela microscopia Optica foram incluidos nos resultados.

4.5- Protocolos experimentais

Devido aos diferentes tipos de protocolos (em animais acordados e anestesiados)
e ao nimero de grupos experimentais, esta subsecdo foi dividida de acordo com cada
objetivo especifico (item 3.2), no intuito de facilitar o entendimento do leitor.

4.5.1. Protocolo 1- A influéncia das injec¢des i.c.v. de diferentes doses de
TsTX sobre os parametros cardiovasculares, a porcentagem de
letalidade e o tempo de sobrevida, e a correlacdo temporal entre estes
parametros em ratos acordados;

Inicialmente, realizamos uma curva dose-resposta da TsTX, com o intuito de
obtermos uma dose, injetada i.c.v., capaz de induzir os sintomas cardiovasculares
decorrentes do envenamento, sem causar 0 Obito do animal prematuramente. Deste
modo, a escolha do VLE como sitio de microinjecéo foi baseada na facilidade da TsTX
fluir pelo sistema ventricular e atingir o SNC, recrutando regides (adjacentes aos 3° e 4°
ventriculos) que pudessem interferir no controle cardiovascular. A escolha de 1,74 pg
de TsTX, como maior dose, foi baseada na literatura, uma vez que esta foi a menor dose
capaz de promover, em 100% dos animais, alteracdes centrais e sistémicas semelhantes
as observadas no envenenamento escorpionico grave, além de induzir o ébito do animal
em aproximadamente 10 minutos (Mesquita, Moraes-Santos, 2003). J& as demais doses
foram fundamentadas na necessidade de se obter a menor dose capaz de promover
alteracOes cardiovasculares e uma sobrevida de 60 min (janela temporal suficiente para
analise do comprometimento cardiovascular).

Para tal, utilizamos 20 ratos Wistar submetidos as cirurgias de canulacdo da
artéria femoral, realizadas 7 dias apds o implante de cénula-guia no VLE, conforme
mencionado nos itens 4.3.2 e 4.3.3. O protocolo experimental, descrito abaixo, foi
realizado 48 horas apos a canulacéo (Figura 2). Os ratos foram divididos em 4 grupos,
de acordo com a dose de TsTX administrada:1,74ug (n= 4); 0,174 ug (n=6); 0,116 ug
(n=5) e 0,087 ug (n=5).
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Inicio do PBS

registro (1pL;icv.) TsTX (diferentes doses supracitas/1pL; i.c.v.)
l 20 min l 20 min l} Até 0 6bito ou 60 min .
1 1 1
Periodo Basal Periodo PBS Periodo TsTX

Figura 2: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliagdo da injec&o i.c.v. de diferentes doses
de TsTX sobre os pardmetros cardiovasculares, porcentagem de letalidade e tempo de sobrevida em
animais acordados. As setas representam, da esquerda para a direita, o inicio do registro ou a
administracdo de substancias (PBS e TsTX) . A via de inoculacéo e a dose utilizada estéo indicadas entre
parénteses. O registro do protocolo experimental foi dividido em 3 periodos, da esquerda para direita:
Basal, PBS e TsTX, cujas janelas temporais estdo representadas em minutos.

Antes do inicio do registro, injetamos salina heparinizada (1:40) na cénula
arterial, a qual foi conectada a um transdutor de pressaio MLT0699 (ADInstruments,
Australia). Este foi ligado a um amplificador de sinais ETH-400 (CB Sciences, Inc.)
conectado a um conversor analogico digital PowerLab/400 (ADInstruments, Australia).
A transferéncia de dados (conversor/computador) foi feita por meio de uma placa
SCISI, onde o software Chart for Windows® gerou 0s registros de pressdo arterial
pulsatil (PAP) a partir dos dados enviados pelo conversor analdgico digital em uma
frequéncia de amostragem de 1000 Hz. Feito isso, cada animal passou por um periodo
de adaptacédo de 30 a 40 minutos, precedentes aos experimentos. Realizou-se a aquisi¢do
dos dados referentes a PAP, a partir da qual foram calculadas a pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC). As microinjecdes de PBS ou TsTX (1 pL) foram
realizadas por 30 segundos, com livre movimentacdo dos animais e sem a necessidade
de interrupc¢éo do registro.

Para as analises e representacdo nas tabelas e graficos, calculamos as médias de
PAM e FC dos valores obtidos durante 4 minutos a cada 4 minutos, ao longo dos
periodos PBS e TsTX. Ja no periodo basal, essa média correspondeu apenas aos 4
minutos anteriores a injecdo de PBS. Optamos por estes intervalos, visto que, apo6s a
microinjecdo de TsTX até aproximadamente o 4° minuto subsequente, observdvamos
convulsdes frequentes que geravam artefatos de movimento.

A variagdo maxima (A max.) de PAM e FC correspondeu a maior média de
valores obtidos apds a microinje¢do de TsTX. A laténcia para a primeira variagao (1 * A)
destes parametros foi definida como o tempo (em minutos) necessario para ocorrer uma
variacdo de, respectivamente, 20mmHg e 50 bpm, apos a injecdo de TsTX. A analise

estatistica desses dados foi realizada por meio do teste variancia (ANOVA) One way,
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seguida do pés-teste de Dunnett, cujo nivel de significancia considerado foi p<0,05.
Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).

Para a analise de porcentagem de sobrevida ao longo tempo, definimos o tempo
de sobrevivéncia dos animais como o periodo entre a administracdo de TsTX e o 06bito,
ou até o final do registro (maximo de 60 min). O ébito foi determinado por um periodo
de apneia superior a 30 segundos. A analise estatistica desses dados foi realizada por
meio da estimativa de Kaplan e Meyer, com o teste Log-rank para a comparagao entre
curvas de percentual de sobrevida por tempo, cujos resultados foram expressos em
Mediana: 1° Quartil/ 3° Quartil (Med: Q1/Q3). Para a analise da porcentagem de
letalidade, foi utilizado o teste exato de Fisher para comparacdo entre 0s grupos, cujos
resultados foram expressos em porcentagem (%). Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.

Jé& para as correlaces temporais, a andlise estatistica foi realizada por meio do
teste para coeficiente de correlagdo de Spearman, cujo nivel de significancia
considerado foi p<0,05. Os resultados foram apresentados pelo coeficiente de
correlagédo: R.

Todos os dados foram analisados no programa Prisma 5.0 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA).

4.5.2. Protocolo 2- A influéncia da injecédo i.c.v. de TsTX (0,116uQ9)
sobre os parametros cardiovasculares (PAM e FC) e sobre a atividade
simpética renal em ratos anestesiados;

Considerando que os rins recebem inervacbes de neurdnios pés-ganglionares
simpaticos e mantém estreita correlacdo com a funcdo circulatéria, sendo responsaveis
pela manutencdo do volume e da composic¢do do fluido extracelular (Guyenet, 2006,
Guyton, 1991), o nivel de atividade simpatica do nervo renal (RSNA) pode ser utilizada
como um indicador do tbnus simpético. Ademais, como ha um consenso de que oS
efeitos cardiovasculares resultam da estimulacdo do SNA, com predominio da via
simpatica (Freire-Maia, Pinto, 1974, Ismail, 1994, 1995, Ito, Nakazato, 1981),
consideramos importante avaliar a influéncia da injecéo i.c.v. de TsTX (0,116pg) sobre
a atividade simpatica do nervo renal. Este protocolo também teve como objetivo a
padronizacdo dos efeitos cardiovasculares decorrentes da injecdo central de TSTX em

animais anestesiados.
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Para tal, realizamos um experimento piloto com 5 ratos Wistar anestesiados
com uretana e submetidos a todas as cirurgias descritas nos itens 4.3.1, 4.3.2,4.3.3. e
4.3.4. O protocolo experimental, sumarizado na Figura 3, foi realizado no Laboratério
de Hipertensdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica da Universidade Federal de

Minas Gerais, com o auxilio da MSc. Fernanda Marins.

Inicio do TsTX _
registro PBS (1pL;i.c.v.) (0,116pg/1pL;i.c.v.) Uretana (0,5mL; i.v)
I 20 min I 20 min I 60 min ? 10 min Jl
= 1
Periodo Basal Periodo PBS Periodo TsTX Eutanasia

Figura 3: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliacdo da inje¢do i.c.v. de TsTX
(0,2116pg/1puL) sobre o sistema cardiovascular e atividade simpatica para o nervo renal em ratos
anestesiados. As setas representam, da esquerda para a direita, o inicio do registro ou a administracdo de
substancias (PBS, TsTX e Uretana). 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, TsTX e Eutanasia, cujas janelas temporais estdo representadas em minutos.

As andlises de PAM e FC seguiram o mesmo padrdo realizado no protocolo
experimental anterior (item 4.5.1). Contudo, como este protocolo também foi realizado
para padronizar os efeitos da TsTX em ratos anestesiados, o periodo TsTX foi dividido
em trés tempos (I - inicio, M - meio e F - fim), conforme o interesse em investigar
alteracdes das respostas ao longo do tempo.

A anélise da atividade simpatica para o nervo renal foi realizada a partir da
integral da RSNA. Devido a necessidade de utilizar periodos estaveis, utilizamos uma
média de um minuto para cada periodo, conforme a descri¢do a seguir: Periodo basal:
ultimo minuto anterior a microinje¢do de PBS; Periodo PBS: 0 4° minuto posterior a
microinjecdo de PBS; Periodos TsTX: TsTX(I): o 4° minuto posterior a microinjecao
de TsTX; TsTX (M): o0 30° minuto posterior a microinjecdo de TsTX; TsTX (F): dltimo
minuto anterior a injecdo de Uretana; e Eutanésia: 1° minuto ap0s a estabilizacdo do
sinal subsequente a injecdo de Uretana. O ruido residual do sistema de registro de
RSNA, obtido ap6s o procedimento de eutanasia, foi subtraido de todos os valores de
atividade simpaética obtidos durante os periodos analisados. O resultado foi considerado
o valor absoluto. A média obtida do periodo basal foi considerada 100%. As variagdes
vistas apos os procedimentos experimentais foram consideradas como a variagdo da
porcentagem anteriormente citada. Assim, foi possivel quantificar a amplitude das

respostas provocadas pela ativagdo da TsTX. Para analise estatistica desses dados foi
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utilizado o teste variancia (ANOVA) “One way” seguida do pés-teste de Newman-
Keuls, cujo nivel de significancia considerado foi p<0,05. Todos os resultados foram

apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).

4.5.3. Protocolo 3- A participacdo dos receptores GABAérgicos do
HDM sobre as respostas cardiocirculatorias decorrentes da injecao
I.c.v. de TsTX (0,116ug) em ratos anestesiados;

Sabendo que o HDM é uma regido critica na integracdo da resposta
cardiovascular, bem como de outras respostas (p.ex.: autonémicas ou ndo-autonémicas)
em presenca de estimulos aversivos e que a injecdo de muscimol (agonista GABAA,
considerado potente inibidor neuronal) neste nucleo diencefalico reduz a taquicardia e
hipertensdo em ratos quando submetidos a situacGes de estresse (Fontes, Xavier, 2011,
Fontes, Menezes, 2006), resolvemos, primeiramente, investigar a participagdo do HDM
sobre as respostas cardiovasculares decorrentes da injecéo i.c.v. de 0,116ug de TsTX,
por meio da ativacdo dos seus receptores GABAA.

Para tal, utilizamos 10 ratos Wistar anestesiados submetidos as cirurgias de
traqueostomia, canulacdo da artéria femoral e craniotomia, conforme mencionado nos
itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3. A inibicdo quimica do HDM foi realizada com muscimol
(agonista GABAA;100pmol), cuja dose foi baseada na literatura (de Menezes, Zaretsky,
2009). As nanoinjecfes de PBS ou muscimol (100nL) foram realizadas bilateralmente,
em sequéncia e em ordem aleatoria. Os ratos foram divididos em 2 grupos (HDM PBS;
n= 5 e HDM Muscimol; n=5) e passaram pelo seguinte protocolo experimental,

conforme a Figura 4.

Inicio do PBS ou Muscimol _
registro (100pmol/100nL) TsTX (0,116pg/1pL; i.c.v.)
l 20 min l} 12 min J‘} 60 min JI
1 1
Perfodo Basal Periodo PBS Periodo TsTX
ou Muscimol

Figura 4: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliacdo da participacdo dos receptores
GABAérgicos do HDM sobre as respostas cardiovasculares decorrentes da injecéo i.c.v. de 0,116ug de
TsTX em ratos anestesiados. As setas representam, da esquerda para a direita, o inicio do registro ou a
administracdo de substancias (PBS, muscimol e TsTX). A via de inocula¢do e a dose utilizada estdo
indicadas entre parénteses. O registro do protocolo experimental foi dividido em 3 periodos, da esquerda
para direita: Basal, PBS ou Muscimol e TsTX, cujas janelas temporais estdo representadas em minutos.
As nanoinjec¢des realizadas no periodo PBS ou muscimol foram realizadas bilateralmente, em sequéncia e
ordem randomizada.
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As analises estatisticas de PAM e FC foram realizadas de forma semelhante as
andlises descritas no item 4.5.1. Porém, neste protocolo, utilizamos o teste variancia
(ANOVA) “Two way” seguida do pos-teste de Bonferroni, cujo nivel de significancia
considerado foi p<0,05. Além disso, as médias de cada periodo foram calculadas por
meio de valores obtidos durante 2 minutos a cada 2 minutos. Para andlise estatistica e
representacdo nas tabelas e gréficos, a PAM e a FC basais foram obtidas pela média dos
valores correspondentes aos dois minutos anteriores a primeira injecdo (Periodo basal),
e variacbes medias do basal foram calculadas da seguinte maneira: a) durante os seis
ultimos minutos correspondentes aos 12 minutos seguintes a injecdo de PBS ou
muscimol (Periodo PBS ou Muscimol) e b) por todo o periodo apds injecdo de TsTX
(Periodo TsTX).

45.4. Protocolo 4- A influéncia dos receptores glutamatérgicos
ionotropicos do HDM sobre as respostas cardiovasculares decorrentes
da injecdo i.c.v. de TsTX (0,116ug) em ratos anestesiados;

ApOs a investigacdo da contribuicdo dos receptores GABAérgicos do HDM
sobre as respostas cardiovasculares induzidas pela injecdo i.c.v. de TsTX (protocolo
anterior), e considerando que a injecdo de agonistas de receptores glutamatérgicos
ionotrépicos no HDM provoca respostas cardiovasculares e comportamentais
semelhantes aquelas obtidas apos blogueio GABAA (Soltis, Cook, 1998, Xavier et al. ,
2013), evidenciando, portanto, uma importante participacdo destes receptores no
funcionamento do HDM em situacdo aversivas, decidimos avaliar a contribui¢do dos
receptores glutamatérgicos ionotrépicos deste nucleo diencefélico, e assim, melhor
compreender o envolvimento do HDM sobre as respostas cardiovasculares decorrentes
da injecéo i.c.v. de 0,116pg de TSTX em ratos anestesiados.

Para tal, utilizamos 16 ratos Wistar anestesiados submetidos as cirurgias de
traqueostomia, canulacdo da artéria femoral e craniotomia, conforme mencionado nos
itens 4.3.1, 432 e 4.33. A inibicdo quimica dos receptores glutamatérgicos
ionotropicos do HDM, primeiramente, foi realizada por meio de uma mistura de AP5 e
CNQX, respectivamente, antagonistas de receptores do tipo NMDA e AMPA/Kainato,
(AP5+CNQX: 100pmol+100pmol/100nL) e posteriormente, de maneira independente,

utilizando ambos os antagonistas (200pmol/100nL, cada um), cujas doses foram
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baseadas na literatura (de Menezes, Zaretsky, 2009). As nanoinje¢des foram realizadas
bilateralmente, em sequéncia e em ordem randomizada. Os ratos foram divididos em 3
grupos, (HDM mistura, n=5; HDM AP5, n=6; e HDM CNQX, n=5) e passaram pelo
seguinte protocolo experimental, conforme Figura 5. O grupo PBS, representado na

figura abaixo, trata-se do mesmo grupo realizado no Protocolo 3 (item 4.5.3).

Iniciodo  PBS, Mistura, AP5 ou CNQX _
registro (doses supracitadas/100nL) ESTX (0,116pg/1uL; i.c.v.)

l 20 min | 12min I 60 min
-

L

1 1
Periodo Basal Periodo PBS, Periodo TsTX
Mistura, AP5 ou CNQX

Figura 5: Escala temporal do protocolo experimental para a avaliacdo da participacdo dos receptores
glutamatérgicos ionotropicos do HDM sobre as respostas cardiovasculares decorrentes da injecéo i.c.v. de
0,116pg de TsTX em ratos anestesiados. As setas representam, da esquerda para a direita, o inicio do
registro ou a administracdo de substancias (PBS, mistura, AP5, CNQX e TsTX). A via de inoculacdo e a
dose utilizada estdo indicadas entre parénteses. O registro do protocolo experimental foi dividido em 3
periodos, da esquerda para direita: Basal; PBS, Mistura, AP5 ou CNQX; e TsTX, cujas janelas temporais
estdo representadas em minutos. As nanoinjecdes realizadas no periodo PBS, Mistura, AP5 ou CNQX
foram realizadas bilateralmente, em sequéncia e em ordem randomizada.

As analises estatisticas de PAM e FC foram realizadas de forma semelhante ao
descrito no Protocolo 3 (item 4.5.3). Para analise estatistica e representacdo nas tabelas
e graficos, a PAM e a FC basais foram obtidas pela média dos valores correspondentes
aos dois minutos anteriores a primeira injecdo (Periodo basal), e variagdes médias do
basal foram calculadas da seguinte maneira: a) durante os seis Ultimos minutos
correspondentes aos 12 minutos seguintes a injecdo de PBS ou antagonistas
glutamatérgicos (Periodo PBS, Mistura, AP5 ou CNQX) e b) por todo o periodo ap6s
injecdo de TsTX (Periodo TsTX).
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5- RESULTADOS

No intuito de facilitar o entendimento do leitor, esta secdo foi dividida de acordo
com cada objetivo especifico (item 3.2) e protocolo experimental correspondente (item
4.5). Deste modo, todos os resultados expostos no item 5.1 séo referentes ao objetivo
especifico e protocolo experimental 1, os expostos no item 5.2, sdo referentes ao
objetivo especifico e protocolo experimental 2, e 0s expostos no item 5.3 sdo

referentes aos objetivos especificos e protocolos experimentais 3 e 4.

5.1- Curva dose-efeito da TsTX em ratos acordados

5.1.1- A influéncia das injecdes i.c.v. de diferentes doses de TsTX sobre
0s parametros cardiovasculares (PAM e FC)

Os valores basais de PAM e FC nédo foram significativamente diferentes entre os
grupos estudados, conforme demonstrado na tabela 2.

Tabela 2- Média dos valores basais da pressdo arterial media (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC), considerando as séries experimentais em animais acordados.

TsTX TsTX TsTX TsTX
(1,74ug) (0,174pg) (0,116p9) (0,087pg)
(n=4) (n=6) (n=b) (n=b)
PAM basal
(mmHg) 12642 117+4 12645 119+2
FC basal 360+18 367+20 373+9 347+8
(bpm)

As médias dos valores basais de PAM e FC ndo foram significativamente diferentes entre os grupos. A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA One-way, seguido do pds-teste de Dunnett’s. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da media; n = nimero de ratos.

No intuito de avaliarmos a participagdo do SNC na génese dos sintomas
cardiovasculares observados no envenenamento escorpibnico, realizamos uma curva
dose-efeito com doses muito pequenas de TsTX. A figura 6 ilustra os perfis de resposta
pressora (6A) e taquicardica (6B) ao longo do tempo, provocadas pelas microinjecoes

I.c.v. de diferentes doses de TsTX. Como esperado, a microinjecdo i.c.v. de PBS ndo
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induziu alteracBes nos niveis de PAM e FC em nenhum dos grupos (periodo PBS). Ja
no periodo TsTX, observamos aumentos significativos na PAM e FC provocados
apenas pelas injecdes i.c.v. das trés maiores doses de TSTX, cujas variacbes maximas
foram semelhantes (APAM max; 1,74ug= 61+3 mmHg; 0,174pg= 69+4 mmHg; 0,116
pg= 67+4 mmHg e 0,087pug= 8,5+t4 mmHg; p< 0,0001; Figura 6A); (AFC max;
1,74pg= 137+14 bpm; 0,174ug= 108+26 bpm; 0,116 pg= 151+13 mmHg e 0,087ug=
18+17 bpm; p= 0,0008; Figura 6B). Contudo, o perfil das respostas pressora e
taquicardica provocadas por essas doses foram diferentes. As curvas de PAM e FC
(respectivamente, Figura 6A e 6B) mostram que as doses de 1,74 e 0,174ug
produziram respostas idénticas: hipertensdo e taquicardia iniciais, seguidos de
hipotensdo e bradicardia terminais — respostas cardiovasculares tipicas do
envenenamento escorpidnico grave. J& a dose de 0,116ug causou hipertensdo e
taquicardia sustentadas, respectivamente, até o final do registro e por 50 min apos a
injecdo de TsTX, enquanto a dose de 0,087ug ndo causou alteragdes significativas na
PAM e FC.

Embora as variacdes maximas na PAM e FC provocadas pelas injec@es i.c.v das
trés maiores doses tenham tido amplitude equivalentes, elas ocorreram em tempos
distintos, como pode ser observado na figura 7. Tanto a primeira alteracdo (entendida
como um aumento de 20 mmHg) quanto a alteracdo maxima observadas na PAM
ocorreram com maior laténcia no grupo TsTX 0,116ug (Laténcia para 1°A PAM:
1,74pg= 4£0 min; 0,174pg= 51 min; 0,116 pg= 10£2 min; p= 0,04); (Laténcia para A
PAM max.: 1,74ug= 7+1 min; 0,174ug= 8+1 min; 0,116 pug= 33+4 min; p <0,0001),
Figura 7A. Em se tratando da FC, a primeira alteracdo (entendida como um aumento de
50 bpm), e a alteracdo maxima também ocorrem com maior laténcia no grupo TsTX
0,116pg (Laténcia para 1*°A FC: 1,74pug= 4+0 min; 0,174pg= 5+1 min; 0,116 pg=
18+3 min; p= 0,024); (Laténcia para A FC méax.: 1,74ug= 8+0 min; 0,174ug= 810
min; 0,116 pg= 38+4 min; p <0,0001), Figura 7B. Ao correlacionarmos as laténcias
para a primeira variacao e para variacdo maxima ocorridas na PAM, ndo observamos
correlacdo entre elas (R=0,43; p=0,1113), Figura 7A. Porém, observamos uma elevada
correlagéo positiva entre as laténcias para a primeira variacao e para variagdo maxima
ocorridas na FC (R= 0,85; p=0,0002), Figura 7B. O grupo TsTX 0,087ug nédo foi
inserido nessas analises por ndo ter apresentado variagGes significativas nos parametros

cardiovasculares apos a injecdo de TsTX.
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Figura 6: (A) Variacdes nos niveis de pressao arterial média (PAM; mmHg) e (B) frequéncia cardiaca
(FC; bpm) antes e apés a injecdo i.c.v. de diferentes doses (1,74; 0,174; 0,116 e 0,087ug) de TsTX em
ratos acordados. Os simbolos e as barras representam média + EPM, sendo as barras referentes a
representacdo das variagBes maximas promovidas pelas diferentes doses de TsTX. As linhas tracejadas
representam o momento das microinjecSes de PBS e TsTX no ventriculo lateral esquerdo. * Diferenga
estatistica em relacdo ao grupo 1,74 ug (p<0,05, Anova one-way, pos-teste de Dunnett’s).
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5.1.2- A influéncia das injecGes i.c.v. de diferentes doses de TsTX sobre
a porcentagem de letalidade e o tempo de sobrevida

De forma surpreendente, apenas as duas maiores doses de TsTX (1,74ug e
0,174pg) injetadas i.c.v. ocasionaram o0 Obito de todos os animais em tempos
semelhantes, enquanto a dose de 0,087ug ndo causou o0 6bito de nenhum animal. A dose
de 0,116ug (15 vezes menos concentrada que a maior dose de TsTX), embora tenha
produzido respostas pressoras e taquicardicas (A max.) semelhantes as doses de 1,74g
e 0,174ug, apresentou maior tempo de sobrevida quando comparada as doses maiores
(Figura 8A - Tempo de sobrevida, Med: Q1/Q3; 1,74ug=9,5:8/12 min;
0,174pg=10,5:10/12 min; 0,116pg= 60:48,5/60 min e 0,087ug= 60:60/60 min;
p<0,0001). Naturalmente, a porcentagem de letalidade foi menor no grupo TsTX
0,116pg quando comparado aos grupos TsTX 1,74ug e 0,174pg. (Figura 8B-
Porcentagem de letalidade: 1,74pug= 100%; 0,174pug= 100%; 0,116pg= 20% e
0,087ug= 0%, p<0,0001).

5.1.3- A correlacdo entre as laténcias para o comprometimento
hemodinamico e cardiaco e o tempo de sobrevida

Haja vista que os animais que apresentaram menores laténcias para primeira
alteracdo e alteracdo maxima dos parametros cardiovasculares também morreram em
menor tempo, apresentando 100% de letalidade, optamos por estimar possiveis
correlagdes entre as laténcias para as alteragcbes dos parametros cardiovasculares e o
tempo de sobrevida. Sendo assim, o grupo TsTX 0,087ug novamente ndo foi inserido as
analises por ndo ter apresentado variaces nos parametros cardiovasculares apos a
injecdo de TSTX.

N&o houve correlacdo entre a laténcia para a primeira alteracdo na PAM e o
tempo de sobrevida dos animais (R=0,41; p=0,1249). No entanto, houve uma elevada
correlacdo positiva entre a laténcia para alteracdo méxima na PAM e o tempo de
sobrevida (R=0,71; p=0,0030), Figura 9A.

Adicionalmente, foram observadas elevadas correlagdes positivas tanto em
relacdo a laténcia para a primeira alteracdo na FC (R=0,77; p=0,0022), quanto em
relacdo a laténcia para a variagdo maxima na FC e o tempo de sobrevida (R=0,85;
p=0,0002), Figura 9B.
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Em linhas gerais, os resultados supracitados indicam grande sensibilidade do
SNC a toxicidade exercida pela TsTX, além de sugerirem uma relagdo entre: (i) o
recrutamento dose-dependente de estruturas encefalicas e a prematuridade das respostas
cardiovasculares e (ii) a gravidade destas repostas (determinada pela amplitude) e o
oObito.

Como 0,116pg de TsTX foi a menor dose utilizada capaz de promover
alteracdes cardiovasculares e uma sobrevida de 60 minutos, optamos por utiliza-la em
todos os outros protocolos. Adicionalmente, no intuito de excluir os artefatos de
movimento gerados pelas alteragcdes comportamentais decorrentes da acdo central da
TsTX em animais acordados e, portanto, melhor analisar o comprometimento
cardiovascular, também optamos por realizar 0os demais experimentos em animais

anestesiados com uretana.

5.2- A influéncia da injecdo i.c.v. de TsTX (0,116ug) sobre os
parametros cardiovasculares (PAM e FC) e a atividade
simpatica renal em ratos anestesiados

Conforme mencionado no protocolo 2, além de termos considerado importante
avaliar a influéncia da injecdo i.c.v. de TsTX (0,116pg) sobre a atividade simpatica do
nervo renal, realizamos este protocolo no intuito de padronizarmos os efeitos
cardiovasculares desta dose de TsTX em animais anestesiados. Por isso, o periodo
TsTX foi dividido em: (I) inicio, (M) meio e (F) fim.

Deste modo, a Figura 10A representa o perfil de resposta pressora ao longo do
tempo provocado pela microinjegéo i.c.v. de 0,116ug de TsTX em ratos anestesiados.
Como esperado, ndo houve alteracdo nos niveis de PAM durante o periodo PBS.
Contudo, a microinjecdo i.c.v. de TSTX promoveu resposta pressora ja no periodo TsTX
(1), e a manteve elevada nos demais periodos TsTX (M e F) (APAM; PBS
=0,9£3,6mmHg; TsTX (I) = 15,4+7 mmHg; TsTX (M) = 21,3t9 mmHg e TsTX (F) =
20,6£12mmHg; p =0,0005), Figura 10A.

De maneira semelhante, a Figura 10B ilustra o perfil de resposta taquicardica ao
longo do tempo provocado pela microinjecdo i.c.v. de 0,116ug de TsTX em ratos
anestesiados. Naturalmente, ndo houve alteracdo nos niveis de FC durante o periodo
PBS. Contudo, a microinje¢do i.c.v. de TsTX promoveu significativa resposta

taquicardica, a qual também se manteve sustentada até o final do experimento,
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conforme demonstrado em todos os periodos TsTX (AFC; PBS= 3,3+ 7bpm; TsTX(I)
= 45+19,5bpm; TsTX (M)= 73,5£22,5 bpm e TsTX (F) = 82+ 25,3 bpm; p=0,0039),
Figura 10B.

Adicionalmente, a Figura 10C esboca o perfil da atividade simpética para o
nervo renal (RSNA), ao longo do tempo, provocado pela microinjecéo i.c.v. de 0,116ug
de TsTX em ratos anestesiados. N&o houve alteracdo nos niveis de RSNA durante o
periodo PBS. Porém, a microinjecdo i.c.v. de TSTX promoveu aumento crescente na
amplitude da RSNA, conforme demonstrado em todos os periodos TsTX (ARSNA, %
do basal; PBS= 35,9+18,5; TsTX(1)=101,4+18,5; TsTX (M)=186,7+26,4 e TsTX (F)=
254+38,5; p< 0,0001), Figura 10C.

Em suma, estes dados demonstram que a dose de 0,116ug de TsTX foi eficiente
em produzir significativas respostas pressora e taquicardica, além de aumentar a RSNA,
mesmo em animais anestesiados — situacdo em que ocorre atenuacdo da modulacdo
simpatica. Assim, esses dados sugerem que, mesmo que 0 anestésico altere a amplitude

destas respostas, ele ndo suprime a acdo central da TsTX e seus efeitos periféricos.
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Figura 10: (A) Niveis de Pressdo arterial (PAM; mmHg), (B) de Frequéncia Cardiaca (FC; bpm) e (C) de
Atividade Simpaética do nervo renal (RSNA, % do basal) antes e ap6s a inje¢do i.c.v. de 0,116ug de TsTX em
ratos anestesiados com uretana. Os simbolos e as barras representam média + EPM, sendo as ultimas, variacdes
de (A) PAM, (B) FC, (C) RSNA (% do basal) nos periodos PBS, TsTX (I), TsTX (M) e TsTX (F). As linhas
tracejadas representam as microinjecdes, €, as setas, as subdivisdes do periodo TsTX . *, Diferenca estatistica em
relacdo ao periodo PBS (p<0,05, Anova one-way, pés-teste de Newman-Keuls). —, Diferenca estatistica entre os
periodos demarcados (p<0,05, Anova one-way, pos-teste de Newman-Keuls). 52




5.3- A participacdo do HDM nas repostas cardiovasculares
decorrentes da injecao i.c.v. de TsTX (0,116uQ)

Para avaliarmos a participacdo do HDM sobre as respostas fisioldgicas induzidas
pela acdo central da TsTX, nos investigamos a influéncia dos receptores: 1)
GABAeérgicos (GABA,) e 2) glutamatérgicos ionotropicos (NMDA e AMPA/kainato)
deste nucleo sobre tais respostas.

A caracterizacdo dos parédmetros fisioldgicos basais ndo mostrou diferencas
significativas entre a PAM e FC dos grupos avaliados (Tabela 3).

Tabela 3- Média dos valores basais da pressdo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC), considerando as séries experimentais em animais anestesiados.

HDM HDM HDM HDM HDM
PBS Muscimol Mistura AP5 CNQX
(n=5) (n=5) (n=5) (n=6) (n=5)
PAM basal
(mmHg) 78+3 8116 8216 9516 835
FC basal 38318 384+21 381+17 384+12 388+9
(bpm)

As médias dos valores basais de PAM e FC ndo foram significativamente diferentes entre os grupos. A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA One-way, seguido do pds-teste de Dunnett’s. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da meédia; n = nimero de ratos.

5.3.1- Efeitos da ativacdo dos receptores GABA, do HDM sobre a
hipertensao e taquicardia evocadas pela injecdo de TsTX

Como esperado, a injecdo de TsTX (0,116ug/pL, i.c.v) evocou elevadas
respostas pressora e taquicardica em todos os animais, 0s quais receberam, previamente,
injegdes bilaterais de PBS no HDM (HDM PBS= A PAM max.: 37+7 mmHg; tempo 58
min, p<0,05; ¢ A FC max.: 181+22 bpm; tempo 72 min, p<0,05, Anova one-way, pos-
teste de Dunnett), respectivamente, Figuras 11A e 11B.

Porém, a ativagdo dos receptores GABAA , por meio de injecBes bilaterais de
muscimol (100pmol/100nL) no HDM, ndo modificou o perfil das respostas
cardiovasculares evocadas pela TsTX (para tratamento, HDM PBS vs. HDM
muscimol; A PAM: Fuaes= 0,03, p>0,05), AFC: Fge = 3,06, p>0,05),

respectivamente, Figuras 11A e 11B.
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5.3.2- Efeitos do bloqueio dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos do
HDM sobre a hipertensao e taquicardia evocadas pela injecdo de TsTX

A injecdo da mistura de AP5 e CNQX (respectivamente, antagonistas de
receptores NMDA e AMPA/Kainato: 100pmol+100pmol/100nL) no HDM extinguiu a
resposta pressora e diminuiu significativamente a resposta taquicardica produzidas pela
TsTX (para tratamento, HDM PBS vs. HDM mistura; APAM: Fq, 264y = 175,7;
p<0,0001, AFC: Fq, 264y = 105,1; p<0,0001, respectivamente, Figuras 12A e 12B).
Adicionalmente, a injecdo isolada de AP5 (antagonista de receptores NMDA:
200pmol/100nL) no HDM aboliu as respostas cardiovasculares evocadas pela TsTX
(para tratamento HDM PBS vs. HDM APS5; APAM: F(, 297y = 404,8; p<0,0001, AFC:
F, 264 = 986,3; p<0,0001, respectivamente, Figuras 13A e 13B). Do mesmo modo, a
injecdo isolada de CNQX (antagonista de receptores AMPA/Kainato: 200pmol/100nL)
no HDM também eliminou as alteracBes cardiovasculares decorrentes da injecao i.c.v.
de TsTX (para tratamento HDM PBS vs. HDM CNQX; APAM: F(, 264 = 293,3;
p<0,0001, AFC: F(1, 264y = 105,1; p<0,0001, respectivamente, Figuras 14A e 14B).

Em resumo, estes resultados evidenciam a importante participacdo dos
receptores glutamatérgicos ionotropicos do HDM sobre a hipertensdo e taquicardia

observadas no envenenamento escorpionico.
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Figura 11: Efeito da ativacdo dos receptores GABA, do HDM sobre as respostas cardiovasculares
evocadas pela injecdo i.c.v. de TsTX em ratos anestesiados com uretana. (A) Pressao arterial média
(PAM, mmHg) and (B) Frequéncia cardiaca (FC, bpm) ap6s a injecdo bilateral de PBS (100nL) ou
muscimol (100pmol/100nL) no HDM e injecdo de TsTX no ventriculo lateral equerdo (VLE). Os
simbolos representam média + EPM. As linhas pontilhadas ilustram as microinjecdes de PBS ou

muscimol no HDM, e TsTX no VLE. 55
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Figura 12: Efeito do bloqueio de todos os subtipos de receptores glutamatérgicos ionotrépicos do HDM
sobre as respostas cardiovasculares evocadas pela inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos anestesiados com
uretana. (A) Pressdo arterial média (PAM, mmHg) and (B) Frequéncia cardiaca (FC, bpm) ap0s a injecdo
bilateral de PBS (100nL) ou da mistura de AP5 e CNQX (100pmol+ 100pmol/100nL) no HDM e injecédo
de TsTX no ventriculo lateral equerdo (VLE). Os simbolos representam média + EPM. *Diferenca
estatistica entre HDM PBS e HDM Mistura (p<0,05; ANOVA two-way, pos-teste de Bonferroni). As
linhas pontilhadas ilustram as microinjecdes de PBS ou mistura no HDM, e TsTX no VLE.
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Figura 13: Efeito do blogueio dos receptores glutamatérgicos NMDA do HDM sobre as respostas
cardiovasculares evocadas pela injecdo i.c.v. de TsTX em ratos anestesiados com uretana. (A) Pressao
arterial média (PAM, mmHg) and (B) Frequéncia cardiaca (FC, bpm) ap6s a injecdo bilateral de PBS
(100nL) ou de AP5 (200pmol/100nL) no HDM e injecéo de TsTX no ventriculo lateral equerdo (VLE). Os
simbolos representam média + EPM. *Diferenca estatistica entre HDM PBS e HDM AP5 (p<0,05;
ANOVA two-way, pos-teste de Bonferroni). As linhas pontilhadas ilustram as microinjecdes de PBS ou

AP5 no HDM, e TsTX no VLE. 57
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Figura 14: Efeito do bloqueio dos receptores glutamatérgicos AMPA/Kainato do HDM sobre as respostas
cardiovasculares evocadas pela inje¢do i.c.v. de TsTX em ratos anestesiados com uretana. (A) Pressdo
arterial média (PAM, mmHg) and (B) Frequéncia cardiaca (FC, bpm) ap0s a injecdo bilateral de PBS
(100nL) ou de CNQX (200pmol/100nL) no HDM e injecdo de TsTX no ventriculo lateral equerdo (VLE).
Os simbolos representam média £ EPM. *Diferenca estatistica entre HDM PBS e HDM CNQX (p<0,05;
ANOVA two-way, pos-teste de Bonferroni). As linhas pontilhadas ilustram as microinjecdes de PBS ou

CNQX no HDM, e TsTX no VLE. 58



5.4- Confirmacao dos sitios de microinjecao

A figura 15 evidencia os sitios de microinjecdo no ventriculo lateral esquerdo de
ratos acordados (A) e anestesiados (B) e no hipotdlamo dorsomedial esquerdo e direito

(©).

Figura 15: Fotomicrografia de secg¢des coronais do encéfalo de rato Wistar, com os respectivos sitios de
microinjecdo: (A) VLE (rato acordado), (B) VLE (rato anestesiado) e (C) no hipotalamo direito e

esquerdo. Método de coloracdo: vermelho neutro.
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6- DISCUSSAO

Ao longo deste estudo, observamos diversos efeitos decorrentes da injecéo i.c.v.
de doses muitos baixas de TsTX, tanto em ratos acordados, quanto em anestesiados.
Assim, nossos principais achados foram: (i) a comprovagdo de uma elevada
sensibilidade do SNC a toxicidade exercida pela TsTX, mesmo em doses minimas; (ii) a
relacdo dose-dependente entre o recrutamento de estruturas encefalicas e o
comprometimento cardiovascular (elevacdo da PAM e FC); (iii) a constatacdo de uma
alta correlagdo positiva entre a prematuridade das alteragbes no ritmo cardiaco e a
laténcia para o agravo destas respostas (determinada pela amplitude maxima da FC);
(iv) a evidente e elevada correlacdo positiva entre a laténcia para o agravo das respostas
pressora e taquicardica, e o tempo de sobrevida; (v) o aumento da responsividade do
nervo simpatico renal e (vi) a fundamental participacdo dos receptores glutamatérgicos
ionotrépicos nas respostas hipertensiva e taquicardica mediadas pela acdo central da
TsTX.

Inicialmente, no intuito de avaliarmos a participacdo do SNC na génese das
alteracOes cardiovasculares observados no envenenamento escorpionico, realizamos
uma curva dose-resposta com doses minimas de TsTX. Em seguida, investigamos a
influéncia das inje¢des i.c.v. destas doses (1,74ug; 0,174ug; 0,116pg e 0,087ug) sobre a
PAM, FC, porcentagem de letalidade e tempo de sobrevida; e a possivel correlagcdo
temporal entre estes parametros, em ratos acordados.

Corroborando outros trabalhos, nossos resultados mostraram que injecdes
centrais de TsTX produziram evidentes repostas pressora e taquicardica semelhantes as
observadas em estudos em que a administracdo de TsTX foi periférica (Guidine,
Moraes-Santos, 2008c, Mesquita, Moraes-Santos, 2003, Silva, Guidine, 2013). Tal fato
sustenta a hipdtese de que os efeitos cardiovasculares causados pelas toxinas
escorpibnicas sdo, parcialmente, mediados pelo SNC. Embora as trés maiores doses de
TsTX tenham ocasionado alteragdes cardiovasculares de mesma amplitude, o perfil e
laténcia com que ocorreram foram diferentes. As doses de 1,74 e 0,174 pug de TsTX
produziram respostas idénticas: hipertensdo e taquicardia iniciais, seguidos de
hipotensdo e bradicardia terminais — manifestacfes cardiovasculares tipicas do
envenenamento escorpionico grave (Abdoon and Fatani, 2009, Lima and Freire-Maia,
1977, Silva, Guidine, 2013). A dose de 0,116pg causou hipertensdo e taquicardia

sustentadas, respectivamente, até o final do registro e por 50 min apds a injecdo de
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TsTX, bem como ocorreu com as duas menores doses (2,5 e 5ug) utilizadas por Lima et
al. em um estudo experimental precursor, onde a TsTX foi injetada i.c.v em ratos
anestesiados (Lima and Freire-Maia, 1977). Ja a dose de 0,087ug ndo causou mudancas
significativas na PAM e FC. Tanto a primeira alteracdo, quanto a alteracdo maxima
observadas na PAM e FC, ocorreram com maior laténcia no grupo TsTX 0,116ug, em
relagdo aos grupos injetados com doses maiores de TsTX. Ao detectarmos que as
laténcias para o aparecimento e agravo das manifestacfes cardiocirculatorias era o que
diferenciava os grupos, resolvemos correlaciona-las. Deste modo, observamos uma
elevada correlagdo positiva entre as laténcias para a primeira variagdo e para variagdo
méaxima ocorridas na FC. Novamente, como proposto por Lima et al., no estudo
previamente citado, no qual doses de TsTX (aproximadamente 20 vezes maiores) foram
injetadas i.c.v. (Lima and Freire-Maia, 1977), esses resultados sugerem uma relacao
dose-dependente entre o recrutamento de nucleos encefalicos e o comprometimento
cardiovascular, e evidenciam a associacdo entre a prematuridade das alteragdes no
ritmo cardiaco e a laténcia para o agravo destas respostas.

NoOs também investigamos a influéncia da acdo central da TsTX sobre a
porcentagem de letalidade e o tempo de sobrevida. De modo surpreendente, apenas as
doses de 1,74ug e 0,174ug de TsTX ocasionaram o 6bito em 100% dos animais em
tempos semelhantes, enquanto a dose de 0,087ug ndo causou o 6bito de nenhum animal.
A dose de 0,116ug, embora tenha produzido variagbes maximas na PAM e FC,
analogas as doses maiores, apresentou menor porcentagem de letalidade e maior tempo
de sobrevida. Neste contexto, optamos por estimar possiveis correlacdes entre as
laténcias para as alteracGes dos parametros cardiovasculares e o tempo de sobrevida.
Curiosamente, observamos elevada correlagdo positiva entre: (i) a laténcia para
alteracdo maxima na PAM e o tempo de sobrevida e (ii) as laténcias para a primeira
alteracdo e para a variacdo maxima na FC e o tempo de sobrevida. Esses dados, que a
longo prazo talvez possam ser usados como preditores do comprometimento
cardiovascular e do 6bito nos envenenamentos escorpiénicos graves, sao corroborados
por estudos de Guidine et al., que comprovaram a correlagdo entre descargas de alta
amplitude no NTS, alteragdes eletrocardiograficas (por ex.: bloqueios atrioventriculares
de diferentes graus, batimentos ectopicos, taquicardia ou bradicardia sinusal e
despolarizacdo atrial e ventricular prematuras) e tempo de sobrevida em ratos jovens
injetados s.c. com TsTX (6mg/kg) (Guidine, Mesquita, 2009). Porém, nosso estudo foi

0 primeiro que avaliou, em ratos acordados, a influéncia da ac&o central de doses muito
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baixas de TsTX sobre afericbes diretas de PAM e as correlacionou ao tempo de
sobrevida.

Como 0,116pg de TsTX foi a menor dose capaz de promover alteracbes
cardiovasculares mantendo a sobrevida do animal por 60 minutos, optamos por utiliza-
la em todos os outros protocolos. Adicionalmente, no intuito de excluirmos os artefatos
de movimento gerados pelas alteracbes comportamentais (por ex.: tremores, convulsdes,
saltos, giros, dentre outros) decorrentes da acao central da TsTX em animais acordados
e, portanto, melhor analisarmos o comprometimento cardiovascular, também optamos
por realizar os demais experimentos em animais anestesiados com uretana. Diante disso,
foi necessario padronizarmos os efeitos cardiovasculares decorrentes da injegdo central
de TsTX em animais anestesiados. Para tal, avaliamos a influéncia da inje¢éo i.c.v. de
0,116pg de TsTX sobre a atividade simpatica renal e os parametros cardiovasculares
(PAM e FC). Legitimando os estudos pioneiros de Lima et al, nossos resultados
revelaram que essa dose de TSTX promoveu resposta pressora e taquicardica em ratos
anestesiados (Lima and Freire-Maia, 1977), e, de maneira inovadora, demonstrou o
aumento crescente na amplitude da RSNA. De fato, durante o envenenamento
escorpidnico, ocorre uma hiperestimulacdo do SNA, com predominio da subdivisao
simpatica e liberacdo tecidual de catecolaminas, as quais podem tanto ser liberadas pela
medula adrenal quanto pela estimulacdo das terminacGes simpaticas periféricas,
(Freire-Maia, Pinto, 1974, Ismail, 1994, 1995, Ito, Nakazato, 1981), incluindo as
terminagBes simpaticas para o nervo renal. Ademais, estudos experimentais em ratos
evidenciaram que a ativagdo dos neurdnios do HDM, como sugerimos acontecer no
envenamento escorpidnico grave, resultam em aumento da atividade simpatica para 0s
leitos cardiaco e renal (Fontes, Menezes, 2006). Em sintese, demonstramos que injecoes
i.c.v. de TsTX (0,116ug) foram eficientes em produzir significativas respostas pressora
e taquicardica, além de aumentar a RSNA, inclusive em animais anestesiados- situacao
em que ocorre atenuacdo da modulacdo simpatica (Hara and Harris, 2002). Deste modo,
a exclusiva acdo da TsTX sobre o SNC pode justificar as alteracbes periféricas
observadas nos casos graves de envenenamento pelo escorpido Tityus serrulatus
(Mesquita, Moraes-Santos, 2003).

Desde os anos 2000, pesquisadores retomaram a investigacdo sobre as
consequéncias periféricas das injecdes centrais da TsTX, apontando a natureza
neurogénica destas respostas. Neste sentido, foi comprovado que a injecdo i.c.v. de

TsTX, em ratos, produziu edema pulmonar, o qual foi eliminado com a inje¢do i.m. de

62



fenobarbital (um agonista GABAA)(Mesquita, Moraes-Santos, 2002). Além disso, a
injecdo i.c.v. de TsTX -causou descargas epileptiformes corticais precoces
correlacionadas temporalmente a arritmias cardiacas, seguidas de morte. (Guidine,
Moraes-Santos, 2008c). Esse mesmo grupo de pesquisadores evidenciou algo
surpreendente: tais descargas epileptiformes corticais ocorreram com maior laténcia
quando comparadas as descargas observadas no NTS de ratos jovens submetidos a
injecdo s.c. de TsTX (Guidine, Mesquita, 2009). Tal fenébmeno pode justificar porque as
alteracdes neuroldgicas sdo menos comuns e/ou constatadas mais tardiamente que o
comprometimento cardiovascular no envenenamento escorpionico (Ministério da Salde,
2001), uma vez que o registro eletroencefalografico, em humanos, é realizado por
eletrodos corticais. Todos esses sintomas observados por Guidine et al. foram
prevenidos por injecGes i.p. de carbamazepina (um bloqueador de canais para sédio
dependentes de voltagem) (Guidine, Mesquita, 2009, Guidine, Moraes-Santos, 2008c).
Em outro estudo, a injecdo i.c.v. de TsTX marcada com agente fluorescente, Alexa
Fluor 568, produziu intenso sinal fluorescente em todas as areas periventriculares,
principalmente em neurdnios do tronco cerebral (Guidine, Cash, 2014). Deste modo, 0s
resultados obtidos em nosso estudo associados a resultados previamente publicados,
demonstram que o SNC exerce uma participagdo crucial na gravidade da intoxicagéo
pelo veneno escorpidnico.

Por fim, baseando nos resultados descritos acima e no fato da ativacdo do HDM
produzir respostas cardiovasculares e comportamentais (DiMicco, Stotz-Potter, 1996,
Graeff, 1990, Jardim and Guimaraes, 2001) similares aquelas induzidas pela injecéo
i.c.v. de TsTX (Guidine, Moraes-Santos, 2008c, Mesquita, Moraes-Santos, 2002, Silva,
Guidine, 2013), nos investigamos a contribuicdo dos neurdnios do HDM sobre as
respostas cardiocirculatérias induzidas pela injecdo i.c.v. de TsTX em ratos
anestesiados. Assim, nds avaliamos o efeito da inibigdo quimica do HDM sobre tais
respostas utilizando dois protocolos: 1) ativacdo dos receptores GABAérgicos, por meio
da injecdo de agonista GABAa; e 2) bloqueio de receptores glutamatérgicos
ionotropicos, por meio da injecdo de antagonistas de receptores NMDA e
AMPA/Kainato.

Primeiramente, investigamos os efeitos da ativacdo dos receptores GABAa sobre
as respostas cardiovasculares induzidas pela acdo central da TsTX. A microinjecéo
bilateral de muscimol (agonista GABAA) no HDM néo alterou o perfil de respostas

pressora e taquicardica induzidas pela injecdo de TsTX em ratos anestesiados com
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uretana. Notavelmente, a TsTX aumenta o tempo de despolarizacdo dos CSVD e,
consequentemente, induz excessiva liberacdo de neurotransmissores, tais como:
dopamina e glutamato (Fernandes, Massensini, 2004, Massensini, Moraes-Santos, 1998,
Nencioni et al. , 2003). A hiperexcitabilidade neuronal (neste caso mediada pela TsTX)
promove um desequilibrio entre a excitacdo e inibi¢ao cerebral, favorecendo a excitacdo
(Fisher and Coyle, 1991) e sustenta a susceptibilidade do SNC a danos neuroldgicos
desencadeados pela acdo central da TsTX (Guidine et al. , 2008a, Guidine, Mesquita,
2009, Guidine et al. , 2008b, Guidine, Moraes-Santos, 2008c, Lima and Freire-Maia,
1977, Mesquita, Moraes-Santos, 2003, Nencioni et al. , 2009, Sandoval and Lebrun,
2003). Deste modo, € plausivel considerar que a hiperexcitabilidade, induzida pela
excessiva liberacdo de glutamato, pode ndo ser contrabalanceada pela ativacdo dos
receptores GABAA, 0 que pode explicar, parcialmente, porque a injecdo bilateral de
muscimol no HDM ndo alterou as respostas evocadas pela TsTX. Também seria
razoavel conjecturar que a uretana tivesse influenciado nossos resultados. Contudo,
consideramos tal hipdtese improvavel, visto que, injecdes de muscimol no HDM,
acentuadamente, reverteram o aumento na FC e na temperatura corporal causada pela
injecdo de prostaglandina E2 na area pré-Optica em ratos anestesiados com uretana
(Zaretskaia et al. , 2003); sugerindo, portanto, que o anestésico ndo alterou a
farmacodindmica do muscimol no HDM de ratos anestesiados.

No intuito de avaliarmos a hipotese de que hiperexcitabilidade do HDM,
induzida pela liberacdo excessiva de glutamato, é essencial para inducdo das
manifestacdes cardiocirculatdrias evocadas pela injecdo i.c.v. de TsTX, nds testamos o
efeito do bloqueio dos diferentes tipos de receptores glutamatérgicos ionotropicos
(NMDA e AMPA/Kainato) presentes no HDM, por meio de uma mistura ou
separadamente. Injeces da mistura dos antagonistas de receptores NMDA e
AMPA/Kainato (AP5 e CNQX, respectivamente) no HDM aboliram a resposta
hipertensiva e diminuiram as alteracBes cronotrépicas produzidas pela injecdo de TsTX.
Em seguida, quando bloqueamos os receptores NMDA do HDM por meio das injecoes
isoladas de AP5, as respostas produzidas pela acdo da TsTX foram completamente
eliminadas. Similarmente, injecdes isoladas de CNQX também resultaram na supressédo
destas respostas. A mistura utilizada, cuja concentracdo foi baseada na literatura (de
Menezes, Zaretsky, 2009), ndo foi totalmente eficaz em reduzir alteracées na FC, como
ocorreu com 0s antagonistas isolados, provavelmente porque a dose da mistura

correspondeu a metade das doses usadas nos experimentos em que 0s antagonistas
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foram injetados separadamente. Adicionalmente, varidveis como a hiperestimulagéo
glutamatérgica induzida pela TsTX e a diferente sensibilidade entre as respostas
pressoras e cronotropicas podem ser Uteis na explicacdo desses resultados. Neste
sentido, doses mais altas da mistura seriam cruciais para bloquear totalmente a
taquicardia.

E bem estabelecido que a TsTX inibe a inativacio dos CSDV e aumenta a
liberacdo de aminoacidos excitatorios (AAE) (Possani et al. , 1999). Ademais, injecoes
de AAE no HDM produzem aumento na PAM e FC (De Novellis et al. , 1995, Soltis
and DiMicco, 19914, b), enquanto o bloqueio dos receptores de AAE no HDM suprime
as respostas cardiovasculares evocadas pela injecdo de antagonista de receptor GABAA
na mesma regido (Soltis and DiMicco, 1991b). Outros estudos tem mostrado que as
respostas cardiocirculatorias desencadeadas pela ativacdo da coluna dorsolateral da
PAG dependem da atividade neuronal do HDM (de Menezes, Zaretsky, 2009, Horiuchi,
McDowall, 2009), apontando a participacdo da neurotransmissdo glutamatérgica na
modulacdo de tais respostas durante as reacoes de defesa (Jardim and Guimaraes, 2001).
De fato, os subtipos de receptores glutamatérgicos ionotropicos estdo amplamente
presentes no hipotdlamo, com elevada expressdo na regido dorsomedial (Meeker et al. ,
1994). Adicionalmente, os antagonistas de receptores NMDA e AMPA/Kainato
demonstram um extensivo espectro anticonvulsivante e neuroprotetor (Nencioni,
Lebrun, 2003). InjecGes de antagonistas de receptores glutamatérgicos
parcialmente/totalmente bloqueiam os efeitos convulsivos e neurodegenerativos
produzidos pela inje¢do de TSTX no hipocampo de ratos acordados (Nencioni, Lebrun,
2003).

Assim, considerando 0s nossos resultados e os achados previamente publicados
na literatura, nds sugerimos que a resposta pressora e a taquicardia induzidas pela
injecdo i.c.v. da TsTX dependem da ativacao dos receptores NMDA e AMPA/Kainato
presentes nos neurdnios do HDM, conforme representado na Figura 16. Neste contexto,
nosso trabalho contribui para um novo entendimento acerca dos mecanismos
neuroanatbmicos e neuroquimicos envolvidos na fisiopatologia da sindrome do

envenenamento escorpionico grave.
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Figura 16: Representagdo da participacdao do hipotalamo dorsomedial (HDM) nas respostas cardiovasculares
promovidas pela injegdo i.c.v. de TsTX em ratos. A ativagdo de receptores glutamatérgicos NMDA e
AMPA/kainato do HDM, ocorrida apds injegdo i.c.v. da TsTX, gera estimulos que possivelmente ativam
nicleos descendentes de controle cardiovascular. Estes fazem sinapses excitatorias com a coluna
intermediolateral e, consequentemente, aumentam a atividade simpatica cardiaca e vasomotora, elevando,
portanto, a frequéncia cardiaca e a pressao arterial.
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7- CONCLUSOES

InjecBes i.c.v. de doses muito baixas de Tityustoxina reforcam a elevada
sensibilidade do SNC aos seus efeitos toxicos, e sugerem: (i) uma relacdo dose-
dependente entre o recrutamento de ndcleos encefdlicos e o comprometimento
cardiovascular (aumento de PAM e FC), (ii) uma elevada correlagdo positiva entre a
prematuridade das alteracbes no ritmo cardiaco e a laténcia para o agravo destas
respostas (determinada pela amplitude méaxima da FC); (iii) uma evidente e elevada
correlacdo positiva entre a laténcia para o agravo das respostas pressora e taquicardica, e
o tempo de sobrevida; (iv) o aumento da responsividade do nervo simpatico renal e (v) a
essencial participacdo dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos nas respostas

hipertensiva e taquicardica mediadas pela a¢do central da TsTX.
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