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RESUMO

No Brasil, os escorpides Tityus serrulatus e o Tityus bahiensis sdo os de
importancia médica. Porém, poucos sao os estudos sobre os efeitos do veneno
do T. bahiensis principalmente no sistema nervoso central. Os venenos
escorpidnicos sdo compostos por neurotoxinas, polipeptideos de baixo peso
molecular. Em estudos prévios, o veneno do Tityus bahiensis mostrou-se
convulsivo e com caracteristicas distintas das do Tityus serrulatus. Suas fragdes
foram estudadas e quatro delas apresentaram resultados interessantes nos
parametros observados (alteragdes comportamentais e eletroencefalograficas e
perda neuronal). O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos hipocampais de
toxinas que compdem estas fracbes em ratos. As fragcdes selecionadas para o
estudo foram recromatografadas em HPLC de coluna fase-reversa e os picos
de maior rendimento foram utilizados nos experimentos. Canulas e eletrodos
foram implantados no hipocampo de ratos machos Wistar. Cada grupo de
animais recebeu 1ul da solugéo de toxina (1 ou 2ug/upl) ou solugdo Ringer
(grupo controle) e foi submetido a analise comportamental, eletrografica e
histologica. Todas as toxinas estudadas provocaram aparecimento de
alteracgdes eletrograficas e comportamentais, em intensidades diferentes. As
toxinas 3-1V, 1-V, 24-V e 28-V causaram lesdo neuronal significante em CA4
ipsi e contralateral. A toxina Tb 4-V induziu efeito epileptogénico mais
pronunciado e por isso foi estudada pela técnica de microdialise para dosagem
de aminoacidos neurotransmissores e mobilizagdo de calcio intracelular por
microscopia confocal. Sua administracdo provocou aumento diferencial do
glutamato nos individuos observados e aumento da mobilizagdo de calcio
citoplasmico em algumas fatias hipocampais. Além disso, a toxina 4-V,
principalmente, apresentou marcado efeito “tudo ou nada”. Portanto, as toxinas
provenientes do veneno do Tityus bahiensis podem ser uteis ferramentas para o
estudo da fisiologia dos canais i6nicos e hodologia neural.

Palavras-chave: Tityus bahiensis, toxinas escorpibnicas, microdialise,

microscopia confocal.



ABSTRACT

Tityus serrulatus and Tityus bahiensis are the scorpions of medical importance
in Brazil. However, there are few studies about effects of Tityus bahiensis
venom mainly in central nervous system. The scorpion venom are composed by
neurotoxins that are polipeptides of low molecular weight. In previous studies,
the venom of Tityus bahiensis showed to be convulsive and with caracteristics
distinct from Tityus serrulatus. Four fractions were studied and presented
interesting results like behaviour and electroencephalografics alterations,
neuronal loss. The presented work aimed to study the hippocampal effects of
the toxins isolated from these fractions in rats. They were separeted on reverse-
phase column by HPLC and the peaks with higher profit were used in
experiments. Cannulas and electrodes were implanted in the hippocampus of
Wistar male rats. Each group received 1ul of toxin solution (1 or 2ug/ul) or
Ringer solution (control group) and was submitted to behavioral, electrographic
and histological analysis. All the toxins studied evoked electrographic and
behavioral alterations in different intensity. The toxins 3-1V, 1-V, 24-V and 28-V
caused significant neuronal loss in CA4 ipsi and contralateral hippocampal
areas. Since toxin 4-V induced more pronounced epileptic-like effect, other
experiments were realized with it such as intracerebral neurotransmitters
assessment through microdialysis technique and intracellular calcium
mobilization through confocal microscopy. The toxin provoked enhanced
extracellular levels of glutamate in rats and cytoplasmatic calcium mobilization in
half of hippocampal slices. Moreover, toxin 4-V, mainly, presented marked “all or
none” effect. Thus, toxins from Tityus bahiensis may be useful tools to study the
physiology of ionic channels and neuronal hodology.

Key words: Tityus bahiensis, scorpion toxins, microdialysis, confocal

microscopy.
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1. Introducéo

Os escorpides sao artropodes pertencentes ao filo Arthropoda, classe
Arachnida e ordem Scorpiones (Méier e White, 1995). Sdo animais muito
antigos sendo que os primeiros fosseis datam do periodo Siluriano, ha cerca de
400 milhées de anos (Lucas e Silva Junior, 1992; Tian et al., 2008) e, portanto,
sdo considerados os aracnideos mais antigos que se conhece (Stormer, 1963).
Os registros fésseis indicam muitos representantes destes animais e um ponto
controverso é se os escorpides primitivos eram terrestres ou aquaticos (Scholtz
e Kamenz, 2006).

No entanto, ja em 1963, Stormer afirmava que estes seriam
provavelmente os primeiros aracnideos a habitarem a terra firme. Um achado
que reforca a afirmacdo de Stormer sdo as evidéncias fésseis que mostram
semelhangas entre os escorpides atuais com euriptéridos aquaticos (Braddy et
al., 1999). Recentemente, Braddy et al. (2008) encontraram uma quelicera de
aproximadamente 46cm do euripterideo Jaekelopterus rhenaniae (“escorpiao
marinho”) do periodo Devoniano revelando que o comprimento destes animais
chegava a 2,5m. O gigantismo dos artrépodes terrestres da era Paleozoica é
geralmente atribuido aos elevados niveis de oxigénio na atmosfera enquanto o
gigantismo aquatico deve-se a fatores extrinsecos tais como recursos
ambientais, predacao e competicdo (Braddy et al., 2008). Embora menores, as
espécies atuais apresentam grande semelhanga com os ancestrais (Lucas e
Silva Junior, 1992).

A classe Arachnida, além da Hexapoda, foi a que mais obteve sucesso
terrestrial entre os grupos de artropodes em termos de numero de espécie,
abundancia de individuos e diversidade ecologica. Uma das adaptacdes
fundamentais para a vida terrestre dos que compdem esta classe € o pulmao
foliaceo opistosomal, presente nos integrantes da ordem Scorpiones e
Tetrapulmonata (Scholtz e Kamenz, 2006). Kamenz et al. (2008) verificaram

que estes pulmdes apresentam minusculos pilares cuticulares que separam as
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lamelas pulmonares adjacentes e criam um espaco aéreo permanente. Sao
adaptagdes convergentes a respiracdo aérea que se estendem por todo o
opistossoma (Scholtz e Kamenz, 2006).

Os escorpides habitam todos os continentes, exceto a Antartica, e
encontram-se em todas as latitudes, vivendo em terra firme e em quase todos
0s ecossistemas terrestres, como desertos, savanas, florestas temperadas a
tropicais (Cruz, 1994). Algumas espécies sdo encontradas ao nivel do mar
enquanto outras em regidées montanhosas (Borges et al., 2007) ou em regides
quentes e temperadas da Terra, dando preferéncia aos ambientes aridos onde
ocorre uma grande diversidade de espécies (Lucas e Silva Junior, 1992). Estao
adaptados a sobreviver em ambientes termais extremos, as vezes constituindo
a maior parte do total de biomassa animal nestes ambientes (Polis, 1990)

Durante o dia estes animais escondem-se embaixo de rochas, pedacgos
de madeira, dentro de tronco de arvores, no solo umido ou até mesmo sob as
areias dos desertos (Candido, 1999). Varias espécies s&o habitantes de
cavernas, outras vivem ao longo das praias e na zona das marés (Polis, 1990).
Podem ser encontrados em galerias subterraneas para abrigar-se da luz solar e
obter umidade e temperatura estaveis ou viverem préximos as construgoes
humanas (Cendrero, 1971) as quais possuem condigdes que favorecem a
propagacao e multiplicagdo dos escorpides (Bucherl, 1971), tais como lixo e
entulho (Cendredo, 1971).

Alcangam a maturidade em trés anos podendo viver de cinco a oito
anos e seu crescimento é feito por sucessivas trocas de pele (Bucherl, 1971).
Alimentam-se de insetos, artropodes e até mesmo outros escorpides e seu
veneno € usado na captura destes e na defesa contra predadores (Inceoglu et
al., 2003). Podem viver sem comida por varios meses, mas precisam sempre de
agua fresca. Sdo cagadores noturnos e ndao enxergam muito bem (Bucherl,
1971).

Reproduzem-se sexuadamente, entretanto, das quase 1500 espécies

distribuidas pelo mundo, ndo menos que 8 espécies sdao partenogenéticas
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(Lourengo, 2000). O primeiro a ser descrito por realizar partenogénese foi o
escorpiao Tityus serrulatus (Bucherl, 1956; Matthiesen, 1963), porém a
existéncia de macho desta espécie existe de fato e foi baseada em dois
espécimes coletados no norte de Minas Gerais (De Souza et al., 2009).

Das 13 familias de escorpides existentes em todo o mundo (Soleglad e
Fet, 2003), a familia Buthidae é a mais importante do ponto de vista
epidemioldgico, pois a ela pertencem as 25 espécies consideradas perigosas
para o homem. No Brasil, os representantes desta familia pertencem ao género
Tityus e, de acordo com a Fundagdo Nacional da Saude (FUNASA, 2001),
representam cerca de 60% da fauna escorpidnica neotropical, com maior
numero de espécies descritas dentro da ordem Scorpiones (Fet et al., 2000).

Desde 1988, quando houve implantacdo da notificagdo dos acidentes
escorpidnicos no Brasil, o numero de casos tem aumentado significantemente
(FUNASA, 2001). Durante o periodo de 1988 a 1993, foram notificados 30.109
casos, com tendéncia para aumento no numero de incidentes (Fan et al., 1996).
Somente no ano de 2006 o Ministério da Saude notificou mais de 38.000 casos
de acidentes por escorpides, correspondendo a 38,8% dos acidentes por
animais peconhentos no Brasil. Esse indice € maior que o de acidentes ofidicos
que é de 29,3% e por aranhas que € de 19,2% (SINAN, 2008). O maior numero
de notificagdes provém das regides Nordeste e Sudeste do pais, sendo os
Estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Bahia, Alagoas e Pernambuco
responsaveis por grande parte dos acidentes escorpidnicos (Wen e Santalucia,
2005).

Os acidentes podem ser classificados em leve, moderado ou intenso,
de acordo com a severidade das manifestagdes clinicas (FUNASA, 2001) e
varios fatores influenciam na gravidade dos acidentes, dentre eles, o local da
picada, espécie e tamanho do escorpido, quantidade de veneno inoculado,
massa corpoérea da vitima, estacdo do ano em que ocorreu o acidente, idade e

sensibilidade da vitima ao veneno do animal (Magalhaes, 1946; Amaral et al.,
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1993,1994; Bouaziz et al., 1996; Fernandez-Bouzas et al., 2000, Osnaya-
Romero et al., 2001; Mesquita et a.l, 2003).

A maioria dos pacientes picados por escorpides, 0 que corresponde a
90% dos acidentados, apresenta somente dor e parestesia no local da picada
(Bucaretchi, 1990; Fan et al., 1996). No entanto, nauseas, vOmitos, dor
abdominal, sialorreia, arritmias cardiacas, hipertensdao ou hipotensao, choque,
edema agudo de pulméo, tremores e confusdo mental também s&do achados
clinicos frequentes (Hering et al., 1987; Amaral et al., 1993; Bucaretchi et al.,
1995; Amitai, 1998; Saldarriaga et al., 2000; Troncon et al., 2000; FUNASA,
2001; Mesquita et al., 2002; Alves et al., 2005; Romero et al., 2005).

As mais importantes espécies de escorpido existentes no Brasil sdo
Tityus serrulatus, Tityus bahiensis, Tityus stigmurus e Tityus metuendus (Fan et
al., 1996; Torres et al., 2002). A espécie Tityus serrulatus é considerada a mais
peconhenta da América do Sul devido a alta toxicidade do seu veneno (Lucas e
Silva Junior, 1992) e, portanto, diversos estudos sobre seu veneno e toxinas
s&o encontrados em literatura. No entanto, Lourenco et al. (2002) mostraram
que o veneno do escorpidao Tityus bahiensis (Figura 1), segundo causador de
acidentes no Brasil, € extremamente convulsivante e com caracteristicas
distintas das do Tityus serrulatus. Acidentes com esta espécie de escorpiao
também podem evoluir para ébitos. Entre os anos de 1988 e 1989, segundo o
Ministério da Saude (Brasil, 1992), 22 mortes ocorreram nos Estados de S&o
Paulo e Minas Gerais devido a acidentes com Tityus bahiensis, sendo a maioria

dos casos com criangas menores de 15 anos.
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Figura 1. Tityus bahiensis.

No envenenamento severo por Tityus bahiensis, os sintomas
encontrados sdo alteragdes no ritmo cardiado e respiratorio, podendo progredir
para faléncia cardiaca, edema pulmonar e choque, acompanhados de vémitos
frequentes e diarreia, salivagdo excessiva, hipertensdo arterial, agitacao
alternada com prostragéo, tremor (Brasil, 1993) e, por vezes, convulsao (Freire-
Maia e Campos, 1989; Ismail et al., 1990). Entretanto, assim como outros
membros do género Tityus, o Tityus bahiensis inocula apenas uma pequena
quantidade de veneno a cada picada e por isso a maioria dos acidentes
envolvendo adultos n&o é letal.

A principal diferenga no quadro de envenenamento experimental entre o
veneno dos escorpides Tityus serrulatus e Tityus bahiensis € a presengca de
sintomas convulsivos logo apdés a injegdao do veneno do Tityus bahiensis,
mesmo em pequenas doses (0,5mg/kg). Além disso, o veneno do Tityus
serrulatus mata os animais num pequeno espaco de tempo e o veneno do

Tityus bahiensis produz inumeras convulsées nos animais até leva-los a ébito,
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sendo que pouco menos de 20% dos animais morre na primeira hora apos a
injecdo (Lourengo, 2002). A porcentagem de envenenamentos severos
causados por Tityus bahiensis e Tityus serrulatus € cerca de 0,4% e 4,3%,
respectivamente (Freire-Maia et al., 1994), afetando principalmente criangas e
idosos (Freire-Maia et al., 1994; Bucaretchi et al., 1995; Tamassone et al., 2007;
Januario et al, 1996 ).

Os sintomas encontrados apds o0 acidente escorpibnico devem-se
principalmente a complexa interacdo entre estimulacdo simpatica e
parassimpatica (Amitai, 1998) com liberagdo de mediadores como adrenalina,
noradrenalina e acetilcolina (revisto por Dorce e Sandoval, 1992). O mecanismo
predominante da acao da toxina escorpidnica depende da espécie causadora
do acidente assim como a quantidade de pegonha inoculada (Reeves, 1998).

Além dos efeitos periféricos observados apds a picada, ha evidéncias
clinicas e experimentais de que o veneno e suas toxinas tém agao sobre o
sistema nervoso central (SNC). Em 1971, Bucherl observou que a injegao
sistémica de veneno de escorpides do género Tityus provocava convulsdes em
camundongos. Convulsdes ténico-clonicas generalizadas foram observadas em
ratos apds injecao intrahipocampal do veneno bruto do escorpido Tityus
serrulatus (Sandoval e Dorce, 1993). Em 2002, Lourenco et al. mostraram que o
veneno do escorpido Tityus bahiensis possuia potencial convulsivante maior
que o veneno do escorpido Tityus serrulatus e que fragbes purificadas deste
mesmo veneno, quando administradas por via endovenosa, tinham atividade
convulsivante agindo direta ou indiretamente no SNC ou causavam lesdes
neuronais.

Venenos escorpidbnicos sao uma mistura aquosa contendo muco, sais
inorganicos, moléculas organicas de baixo peso molecular e pequenas
proteinas basicas, as neurotoxinas (Inceoglu et al., 2003). Cada veneno de
escorpiao pode conter varias neurotoxinas, as quais sao polipeptideos basicos

sem agao enzimatica com peso molecular por volta de 7000 Da constituidas por



19

cadeias unicas ligadas por pontes dissulfidicas (Couraud e Jover, 1984),
responsaveis pela toxicidade do veneno.

Os escorpides desenvolveram venenos ricos em toxinas, que afetam
diversos tipos de canais ibnicos de membranas excitaveis, como armas para
presa e defesa (Tian et al., 2008). Estas neurotoxinas atuam especificamente
em diversos organismos como insetos, crustaceos e mamiferos (Catterall, 1980;
Rochat et al., 1979; Vasquez et al., 1995; Pintar et al., 1999; Gwee et al., 2002;
Gurevitz et al., 2007), alterando a permeabilidade a ions nas células excitaveis
e promovendo a liberagdo de neurotransmissores por se ligarem a sitios
especificos nos canais iénicos.

Das toxinas que agem em mamiferos, quatro familias sdo descritas
como tendo especificidade de ligagcdo em receptores de membrana de canais
ibnicos. As duas familias mais estudadas sao as que interferem em canais de
sodio (Catterall, 1980 e 1988; Rochat et al., 1979) e em canais de potassio
(Carbone et al., 1982; Miller et al., 1985; Li et al., 2003). As outras duas,
descobertas e estudadas mais tardiamente, sao as que interferem em canais de
cloreto (De Bin et al., 1993; Lippens et al., 1995) e em canais de calcio (Valdivia
et al., 1992; Zhu et al., 2004; Shahbazzadel et al., 2007).

As principais neurotoxinas escorpibnicas agem em canais de sodio
dependentes de voltagem, responsaveis pelo inicio e propagagao do potencial
de acdo em células excitdveis como células nervosas, musculares e
neuroenddcrinas. Estes canais sdo alvos moleculares para varios grupos de
neurotoxinas que alteram sua fungdo por se ligarem a sitios especificos
(Cestele e Catterall, 2000).

Os polipeptideos toxicos sao compostos por 58-76 residuos de
aminoacidos estabilizados por 4 pontes dissulfidicas (Jover et al., 1980; Possani
et al., 1999, 2000; De la Vega e Possani, 2005; Becerril et al, 1997) e
diferenciam-se em a e 3 de acordo com o sitio de ligagdo no canal (Jover et al.,
1980; Kalapothakis e Olortegui, 1997; Cestele e Catterall, 2000).
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Figura 2. Localizagdo de sitios receptores das neurotoxinas
escorpidnicas dos tipos a e 3 e seus sitios de ligacdo em canais de sodio de
mamiferos (modificado de King et al., 2008)

As toxinas do tipo a se ligam ao sitio 3 do canal de sédio (Figura 2) de
maneira dependente de voltagem e sao responsaveis por lentificar ou bloquear
0 mecanismo de inativagdo deste canal prolongando, portanto, o tempo em que
permanece aberto (Catterall, 1986; Bergman et al., 1976; Cestéle e Catterall,
2000; Campos et al., 2008; Tian et al., 2008). As toxinas do tipo B se ligam ao
sitio 4 do canal de sodio (Figura 2) e alteram o limiar para potenciais mais
negativos ocasionando, assim, uma maior tendéncia da célula a disparar
potenciais de acao espontidnea e repetitivamente, independentemente do
potencial de repouso da célula (Conceicéao et al., 1998; Lee e Adams, 2000; De
La Vega e Possani, 2007; Couraud e Jover, 1984; Rochat et al., 1984; Tian et
al., 2008)

As toxinas especificas para canais de potassio possuem de 31 a 39

residuos de aminoacidos estabilizados por 3 (Dauplais et al., 1995) ou 4 pontes
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dissulfidicas (Olamendi-Portugal, 1996) e obstruem o poro dos canais de
potassio retardando a repolarizagao da célula (Carbone et al., 1982; Strong et
al., 1989). Sendo assim, ha um aumento na liberagdo de neurotransmissores
(Castle et al., 1989; Machado et al., 2000; De la Vega e Possani, 2004). Os
canais de potassio exercem papel importante nas respostas elétricas do
sistema nervoso determinando a duragao do potencial de acédo e a frequéncia
de disparos de potenciais de agao (Hille, 2001; Mitterdorfer e Bean, 2002). Além
disso, sdo responsaveis pelo retorno do potencial da célula aos valores do
repouso ou mais negativos e na regulagdo da excitabilidade de neurbnios
individuais (Mathie et al., 2003).

Indiretamente, as a e B-toxinas também podem ativar um ou mais tipos
de canais de calcio, dependendo do sitio de ligagdo destas toxinas no canal de
sodio. Além do mais, ha toxinas escorpidnicas que possuem atividade sobre
receptores de rianodina (RyR) promovendo a liberagdo do estoque do ions de
calcio (Valdivia et al., 1992; Zhu et al., 2004; Shahbazzadeh et al., 2007).
Receptores de rianodina sdo canais de liberacdo intracelular de Ca** do reticulo
endoplasmatico envolvidos em diversas respostas celulares (van de Vrede et
al., 2007; Shirokova e Niggli, 2008) e sdo expressos em trés isoformas: RyR1,
RyR2 e RyR3. Todas estas isoformas estdo presentes em neurdnios piramidais
de CA1 do hipocampo, principalmente RyR3 (van de Vrede et al., 2007).

Dos escorpides do género Tityus, somente o Tityus serrulatus foi
extensamente estudado, porém nos ultimos anos cresceu o interesse pelo
estudo do veneno e toxinas de outros escorpides do mesmo género. Estudos
mostram semelhancas bioquimicas entre os venenos das diferentes espécies
de escorpides do género Tityus (Trequattrini et al., 1995). A purificacdo e
sequenciamento de toxinas do veneno do Tityus bahiensis foram realizadas
inicialmente por Becerril et al. (1996) que as compararam as toxinas ja bem
caracterizadas do veneno do Tityus serrulatus. Dez por cento da parte soluvel
do veneno do Tityus bahiensis € composta pela toxina y-bahiensis que tem 95%

de homologia com a toxina y do Tityus serrulatus (Becerril et al.,, 1997). As
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toxinas 1lI-8 bahiensis (llI-8b), V-5 bahiensis (IV-5b) e TbTx-VI também foram
isoladas e verificou-se que a toxina IV-5 bahiensis tem 80% de homologia com
a toxina IV-5 do Tityus serrulatus (Trequattrini et al., 1995).

A pesquisa do veneno do Tityus bahiensis comegou a se intensificar
com o estudo dos efeitos imunolégicos do veneno para produgdo de soro em
acidentes causados por Tityus serrulatus (Nishikawa et al., 1994), mas ainda
sao encontrados poucos trabalhos focados na purificagdo e sequenciamento e
no esclarecimento do mecanismo de agao e efeito das toxinas que compde o
veneno do Tityus bahiensis (Becerril et al., 1996; 1997; Trequattrini et al., 1995;
Lourenco et al., 2002).

Como antes mencionado, o0s sintomas observados apdés o
envenenamento  escorpidbnico sdo consequentes a liberacdo de
neurotransmissores que ocorre apds a ligagdo das neurotoxinas aos canais
idnicos, principalmente aos de sddio (Coutinho-Netto et al., 1980; Olney, 1985;
Champetier de Ribes, 1985; Choi, 1988; Meldrum, 1991; 1995; Gomez et al.,
1995; Tanaka et al.,, 1996; Bicalho et al., 2002). Devido a isto, neurotoxinas
escorpidnicas tém sido ferramentas uteis para o estudo dos canais iGnicos
(Leipold et al., 2007) como sua identificacao e purificagcdo de seus componentes
protéicos (Catterall et al., 1982; Sampaio et al., 1997; Anderson e Greenberg,
2001) assim como estabelecer a relagdo entre a toxina e o canal (Cestéle et al.,
2006), pois qualquer alteragdo na funcao destes causa profunda consequéncia
fisiolégica (Mathie et al., 2003) como, por exemplo, convulsodes.

Diversos mecanismos tém sido implicados na génese das convulsdes
incluindo diminui¢gdo na poténcia da inibicdo GABAérgica, somagao de sinapses
excitatérias e ativacdo de canais sensiveis a voltagem. Estes mecanismos
levam ao disparo de uma populacao limitada de neurénios. Se a descarga for
intensa o suficiente e ocorrer em certos neurbnios, o surto inicial pode se
espraiar de seu local de origem, através das conexdes excitatorias, a outras

areas incapazes de originar descargas por si s6 (Lothman et al., 1991).
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A relacdo entre excitacdo e inibicdo € importante no estudo das
convulsdes, pois a atividade epiléptica parece ser proveniente de alteragdes no
balanco entre elas. Os mecanismos provavelmente envolvidos neste
desequilibrio sdo os mecanismos inibitorio GABAérgico e o excitatorio
glutamatérgico, particularmente aqueles envolvendo receptores NMDA
(Bradford, 1995). O funcionamento normal do cérebro depende do balanco
destes mecanismos e qualquer disturbio que favoreca a excitagao pode levar a
uma atividade neuronal excessiva e sincronizada semelhante as descargas
epileptiformes humanas (Gerfin-Moser et al., 1995).

Os aminoacidos glutamato e aspartato sdao o0s principais
neurotransmissores excitatérios rapidos do sistema nervoso central de
mamiferos (Willians et al., 1990; Nedergaard et al., 2002) e acredita-se que
sejam responsaveis pela maioria dos potenciais pds-sinapticos excitatérios em
todo o cérebro e medula (McBain e Mayer, 1994). Uma desordem na
neurotransmissdo excitatéria mediada por glutamato € considerada o fator
central na etiologia de algumas formas de epilepsias humana e experimental
(Meldrum, 2000; Silva e Cavalheiro, 2004).

Em 1954, Hayashi mostrou que injecdes intracerebrais de glutamato
produziam convulsdes. Varias evidéncias favorecem a idéia de que danos
cerebrais sao iniciados pela ativagéo excessiva de receptores glutamatérgicos
endoégenos (Olney, 1985).

Os aminoacidos excitatérios (AAE) agem em receptores ionotrépicos
(iGluRs) como NMDA, AMPA e cainato e em receptores metabotrépicos
(mGIluRs) (Schoepp et al., 1995). Os receptores ionotropicos sdo canais ibnicos
permedveis a cations (Meldrum, 2000) e medeiam diretamente a sinalizagéo
elétrica das células nervosas (Knopfel et al., 1995). Os metabotrépicos sao
acoplados a proteina G ligados a sistemas de segundos mensageiros
intracelulares (Michaelis, 1998; Tapia et al., 1999; Rang et al., 2006). A agao do
glutamato em receptores NMDA, AMPA ou mGIuR1 pode contribuir para o dano

cerebral que ocorre apds status epilepticus, isquemia cerebral ou injuria
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cerebral traumatica (Meldrum, 2002). A transmissado sinaptica excitatéria que
ocorre no hipocampo é mediada por receptores NMDA, AMPA e cainato
(McBain e Dingledine, 1992).

Quando a importancia e a ampla distribuicdo do sistema inibitorio
mediado pelo acido y-aminobutirico (GABA) se tornaram bastante apreciadas, a
pesquisa sobre epilepsia centrou-se na deficiéncia do sistema GABAérgico
como uma possivel causa primaria desta condicdo (Roberts, 1984; Meldrum,
1989). No entanto, a diminuigdo dos niveis do principal neurotransmissor
inibitério central apenas contribui para a atividade convulsiva (Gale, 1989;
Meldrum, 1990).

A diminuicdo na poténcia da inibicdo GABAérgica esta associada a
epilepsia (Fariello et al., 1991) ja que a atividade GABAérgica regula a atividade
glutamatégica (Hertz, 2006). Drogas que aumentam a funcdo GABAérgica ou
agonistas de GABA sao usadas no tratamento da epilepsia (Olsen, 1981).
Varias sao as evidéncias que sugerem o envolvimento do GABA na epilepsia,
por outro lado, alguns estudos ndo encontraram alteragbes em populagdes de
interneurénios GABAérgicos em hipocampo epiléptico de humanos (Babb et al.,
1989; Kumlien, 1994).

A maioria dos estudos sobre convulsdo baseia-se nos mecanismos
glutamatérgico e GABAérgico, mas atualmente os estudos sdo direcionados a
outros sistemas a fim de descobrir todos os mecanismos envolvidos nos
processos convulsivos.

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor amplamente difundido no
SNC, no periférico e no autondmo (Amenta e Tayebati, 2008) e seus efeitos
excitatérios sdo mediados por varios subtipos de receptores nicotinicos
(ionotrépicos) ou muscarinicos (acoplados a proteina G) (Rang et al., 2006). Ha
varios indicios de que alteragcbes na fungdo colinérgica eliciem atividade
epileptiforme (Segal, 1991). Estudos bioquimicos com pilocarpina, um agonista
muscarinico, mostraram inducao de atividade epiléptica similar a epilepsia do

lobo temporal em humanos (Turski et al., 1983; Freitas et al., 2003; Smith e
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Shibley, 2002; Zimmerman et al., 2008). Alteragdes nos aminoacidos das
proteinas que compdem os receptores nicotinicos diminuem a resposta a este
neurotransmissor de maneira dependente de calcio e esse efeito promove
excitabilidade, podendo gerar crises epilépticas (Heron et al., 2007). Em 2008,
Zimmerman et al. mostraram que baixas concentracbes de ACh induzem
atividade semelhante a convulséo e atividade interictal prolongada mediada por
via muscarinica.

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) € uma monoamina que age
como neurotransmissor no sistema nervoso (Kandel et al., 2003a) e participa de
diversas fungdes incluindo sono, cogni¢cdo, percepcado sensorial, atividade
motora, humor, apetite, entre outras (Goodman e Gilman, 2006). Seu papel nas
convulsbes € controverso (Bagdy et al., 2007), pois o0s neurdnios
serotoninérgicos modulam a atividade dos neurbnios corticais e subcorticais
ativando diferentes subtipos de receptores: alguns excitatérios, outros inibitérios
e alguns dos dois tipos (Kandel et al., 2003a). Geralmente a 5-HT é vista como
um neurotransmissor inibitorio, ja que o aumento da fungdo serotoninérgica
retarda a geracao e tempo de duragao da convulsao (Lopez-Meraz et al., 2005)
e sua diminuicdo aumenta a susceptibilidade a convulsdo (Waterhouse, 1986;
Peterson e Albertson, 1982).

A dlicina, assim como o GABA, é um classico neurotransmissor
inibitério encontrado nos interneurénios do corno dorsal (Betz, 1991), mas
também é encontrada na medula espinhal e tronco cerebral (Goodman e
Gilman, 2006; Rang et al., 20006).

No SNC, a noradrenalina € um transmissor em neurénios cujos corpos
celulares localizam-se principalmente no locus ceruleus (Giorgi et al., 2004), um
nucleo do tronco encefalico com muitas e complexas fungbes modulatérias
(Kandel et al, 2003b). Embora em poucos numeros, esses neurdnios
noradrenérgicos se projetam difusamente por todo o cértex, cerebelo e medula
espinhal (Kandel et al., 2003b). O papel da noradrenalina endégena durante

convulsdes experimentais foi identificado por estudos pré-clinicos realizados
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com diversos tipos de antconvulsivantes e que mostraram um efeito atenuante
nas convulsdes (Giorgi et al., 2004). Essa funcdo antiepiléptica da
noradrenalina endogena foi pressuposta a partir de estudos que mostraram o
efeito deletério de um dano do sistema noradrenérgico nas convulsdes
induzidas por estimulacdo elétrica ou administracdo sistémica de
anticonvulsivantes (Mcintyre, 1980; Corcoran, 1988).

No status epilepticus, o glutamato, aspartato e acetilcolina exercem os
principais papéis como neurotransmissores excitatérios e o GABA é o
neurotransmissor inibitério predominante (Wasterlain et al., 1993). No entanto,
independente do sistema de neurotransmissao envolvido (Wasterlain et al.,
1993), sabe-se que apoOs convulsdes epilépticas prolongadas ha morte
neuronal, por excitotoxicidade, em estruturas limbicas (Fujikawa et al., 2000),
principalmente na amigdala e formagao hipocampal (Carpenter, 1978).

Na excitotoxicidade classica, niveis extracelulares elevados de
glutamato causam despolarizagao persistente do neurdnio desencadeando uma
cascata de eventos celulares que eventualmente levam a morte celular. A
despolarizagdo promovida pelo excesso de glutamato ativa canais de calcio e
provoca, consequentemente, a entrada de Ca*?* extracelular (Choi, 1988)
resultando em uma acidificacdo intracelular por mecanismos ainda né&o
conhecidos (Wu et al.,, 1999). Esta acidose intracelular estimula diversos
mecanismos de regulagem do pH, incluindo a troca Na*/H* (Grinstein et al.,
1992) e se esta troca for persistentemente ativa havera uma sobrecarga de
Ca?" intracelular por reversdo da troca Na‘/Ca** (Trudeau et al., 1999). A
elevagdo de Ca®' intracelular pode exacerbar o processo de morte celular
(Choi, 1987; Stout et al.,, 1998) pela ativagao de proteases, endonucleases e
fosfolipases causando danos irreversiveis na membrana plasmatica,
citoesqueleto, nucleo e mitocondrias (Scatton, 1994; Niebauer e Gruenthal,
1999). A sobrecarga deste ion desenvolve um papel chave na morte neuronal

durante a excitotoxicidade por glutamato (Lee et al., 2009).
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Entretanto, outra alternativa de morte neuronal por excitotoxicidade foi
proposta por Dargent et al. (1996). Neste estudo, foi demonstrado que a morte
neuronal pode ser provocada pela ativagao persistente de canais de sodio sem
mediagao de glutamato ou de canais de calcio, ja que lesdo provocada pela
administragcdo de uma a-toxina isolada do veneno do escorpido Androctomos
australis nao foi prevenida por antagonistas de receptores glutamatérgicos, nem
por antagonistas de canais de calcio.

Inversamente a geragdo de morte neuronal apds convulsdes, a lesdo
em estruturas limbicas elicia episédios convulsivos (Wasterlain et al., 1993). Em
1983, Corsellis e Bruton analisaram o cérebro de pacientes que foram a o6bito
durante ou logo apos status epilepticus e verificaram que a regido mais
vulneravel do cérebro era o hipocampo. Devido a correlagdo entre patologia
hipocampal e epilepsia crénica ha um grande interesse no entendimento das
mudangas estruturais do hipocampo e como elas podem causar convulsdes
(Lothman et al., 1991).

O hipocampo (Figura 3) é uma regido particularmente sensivel as
convulsdes (Carpenter, 1978; Lothman et al.,, 1991) e esta envolvido com a
fisiopatologia da epilepsia do lobo temporal, o tipo mais comum de convulsao
em adulto (Meurs et al., 2008). A perda neuronal hipocampal tem sido a
resposta para a causa ou para o efeito da convulsdo, ja que o status epilepticus
grave é caracterizado por convulsdes prolongadas ou repetidas frequentemente
seguidas por dano neuronal que envolve o hipocampo e outras estruturas
limbicas (Sutula et al., 1994).

A formacao hipocampal compreende um grupo de regides corticais,
incluindo o giro denteado (GD), hipocampo propriamente dito ou corno de
Ammon (CA), subiculum, presubiculum, parasubiculum e coértex entorrinal
(Amaral e Lavenex, 2007). O subiculum, presubiculum e parasubiculum s&o,
algumas vezes, agrupados e recebem a denominagédo “complexo subicular”
(Amaral e Witter, 1995).
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Figura 3. Corte coronal da regidao hipocampal identificando as
subregides: CA1, CA3 e CA4 ipsilateral. Atlas estereotaxico de Paxinos e
Watson (1998)

O corno de Ammon (Figura 3) é caracterizado por uma Unica camada
de células piramidais que comega no hilus do giro denteado e
subsequentemente se curva acima do giro denteado e termina no subiculum
(Lothman et al., 1991). Pode ser dividido nas regides CA1, CA2, CA3 e CA4
(Rogacheski et al., 1998).

Os principais tipos de células neuronais do hipocampo sao as células
piramidais que se diferem uma das outras de acordo com sua regiao
hipocampal. Possuem corpo celular médio a grande, um dendrito apical longo,
dendritos basais opostos ao polo e um unico axdénio saindo da porcéo basal
(Lothman et al., 1991). Entre este tipo celular ha algumas variagbes que
distinguem as subregides do corno de Ammon umas das outras.

A regiao de CA1 (Figura 3), também chamada de setor Sommer
(Rogacheski et al., 1998), possui células piramidais pequenas (Amaral e Witter,
1995) e com densidade celular maior que em outras regides hipocampais

(Lothman et al., 1991). Nas regides CA2 e CA3 (Figura 3), ou setor Spielmeyer
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(Rogacheski et al., 1998), os tipos celulares sao semelhantes, porém as células
piramidais encontradas na regido CA2 nao possuem espinha dendritica nos
dendritos apicais proximais como as encontradas nas células da regido CA3
(Lothman et al., 1991). Além disso, o comprimento e organizagcédo das células
piramidais de CA3 sao bastante variaveis (Amaral et al., 1990), com células
grandes localizadas distalmente no campo (Amaral e Witter, 1995).

Outra regido do corno de Ammon é o CA4 (Figura 3), ou setor Bratz
(Rogacheski et al., 1998), termo utilizado para designar a porgédo final da
camada de células piramidais hipocampais. Esta regido insere-se dentro do “V”
(ou “U”) formado pelas camadas molecular e de células granulares do GD
(Amaral e Witter, 1995).

A formacdo hipocampal abrange um grupo de vias excitatorias
unidirecionais (Amaral e Lavenex, 2007). Acredita-se que a principal conexao
intrinseca do circuito hipocampal seja o circuito trissinaptico (Figura 4), que
consiste em uma cascata excitatéria que envolve o GD e as regides
hipocampais CA1 e CA3 (Hsiao et al., 2006).

O circuito comeca com neurdnios do cértex entorrinal que, através da
via perfurante, enviam axénios a camada molecular do GD (Resmondes, 2004)
que por sua vez faz contato com as células granulares (Lorente de No, 1934,
Ramén y Cajal, 1952). Esta via possui duas partes funcionais: a via
temporodenteada, que atravessa a fissura hipocampal e entra no GD, e a via
temporoaménica, que permanece no corno de Amon fazendo contato com os

neurdnios piramidais em CA3 e CA1 (Lucatero, 2002; Resmondes, 2004).



30

(8) estimulo da fibra musgosa

interneurdnio .
i degeneragan da

celula piramidal A\ [ W GIURSIGIURG S felula piramidal
: GluR5/KAZ :
Q> L CA3
GIURGKAZ _| @ i
@/‘ GIURS/GIURG
GluR5/KAZ
A

celula

f granular

fibra
GIURE 1zpnss

via ;
colateral de @
Schaffer

~+GIURG/GIUR?

KV
interneurdnio

CA3

Figura 4. Circuito trissinaptico. Corno de Ammon (CA) e giro denteado
(GD) (modificado de Vincent e Mulle, 2009).

A via temporodenteada da origem a primeira sinapse da via trissinaptica
por excitagdo das células granulares do GD que enviam seus axdnios (as fibras
musgosas) aos dendritos apicais proximais da sub-regido CA3 no stratum
lucidum. As fibras musgosas excitam as células piramidais de CA3 (segunda
sinapse) que, por sua vez, enviam axbnios excitatorios aos neurdnios
piramidais de CA1 através da via colateral de Schaeffer terminando no stratum
radiatum (terceira sinapse) (Lothman et al.,, 1991; Kandel et al., 2003b;
Lucatero, 2002).
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A regidao CA1 é tida como a saida da area hipocampal para a
extrahipocampal. O alvo primario para as eferéncias de CA1 é o subiculum
ipsilateral com sinapses por toda a camada de células. Ha projegdes desta
regidao também para o cortex entorrinal, porém com sinapses mais
proeminentes na camada interna de células granulares do cortex cerebral
(Lothman et al., 1991).

A maioria dos axdénios originados no corno de Ammon permanece
dentro do complexo hipocampal ipsilateral ou contralateral a célula de origem
com excegdo da massiva projecao do hipocampo ao nucleo septal lateral.
Axénios originados no septo medial projetam-se para todo o hipocampo,
incluindo GD, CA3 e CA1. Outras origens de muitas sinapses aferentes no
corno de Ammon incluem a amigdala e o nucleo taldamico central (Lothman et
al., 1991).

O papel exato do hipocampo na geragao de convulsdes € incerto, mas
sabe-se que ele esta envolvido em convulsbes espontdaneas e é
frequentemente o primeiro sitio de detecgdo da convulsdo quando ha registro
com eletrodos intracerebrais (Lothman et al., 1991). O hipocampo também pode
ser envolvido mais tardiamente, como no espraiamento das convulsdes
(Lothman et al., 1991).

Por outro lado, o cérebro normal pode gerar convulsées com uma
variedade de insultos tais como toxinas, drogas, disturbios metabdlicos ou
trauma (Lothman et al., 1991). Recentemente, disturbios funcionais do sistema
imune tém sido detectados com mais frequéncia em individuos epilépticos que
na populagao geral (Elenkov et al., 2005 ). A analise histolégica do cérebro de
individuos com epilepsia de diversas etiologias sugere fortemente a existéncia
de um processo inflamatério crénico no cérebro.

O sistema imune também tem sido implicado como o provedor de
mudangas fisiopatolégicas induzidas por venenos escorpiénicos. Diversos
autores (Zeghal et al.,, 2000; De Matos et al.,, 2001; D'Suze et al., 2003;
Fukuhara et al.,, 2003; Andrade et al., 2007) relataram liberacdo de
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protaglandinas, catecolaminas, corticosterdides e bradicinina apds a picada de
escorpides dos géneros Leiurus, Buthotus e Tityus. Todos esses agentes tém
sido comprovados por induzir a liberagdo de mediadores imunologicos tais
como citocinas e quimocinas (Choursousos, 1995).

Citocinas sao liberadas por macréfagos em resposta inflamatéria ao
envenenamento (Petricevich, 2004) e desempenham um importante papel como
mediadores na sindrome da resposta inflamatéria sistémica regulando e
amplificando a resposta imune, induzindo injuria tecidual e mediando
complicagdes de reacao inflamatéria (Gabay e Kushner, 1999; Voronov et al.,
1999).

Os estimulos que iniciam a liberagao de citocinas sdo variados, embora
injuria tecidual, hemorragia, infeccdo e lipopolissacarideos tenham sido
demonstrados como potentes iniciadores desta resposta. Pacientes com
envenenamento severo podem desenvolver uma resposta semelhante a
sindrome da resposta inflamatoria sistémica, pois os achados clinicos destes
sao similares aos dos pacientes com sepsis, nos quais os niveis de mediadores
pré-inflamatoérios (TNF, IL-1, IL-6, PAF e eicosandides) estao alterados (Simons
e Hoyt, 1994). No caso dos pacientes com manifestacdes leves ou severas,
Magalhées et al. (1999) observaram aumento somente nos niveis de IL-1a.

A severidade do envenenamento poderia resultar, como efeito adverso,
em uma amplificacdo da cascata de resposta inflamatéria. Neste caso, somente
0 envenenamento mais severo eliciaria o inicio a cascata de sinais causada
pela estimulagdo do sistema nervoso autbnomo seguida da liberagdo de
mediadores quimicos culminando na expansao da secrecdo de citocinas.

Algumas epilepsias podem originar de alteragbes inflamatodrias, eventos
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traumaticos, ma-formacdo de canais ibnicos ou doenca metabdlicas ou
degenerativas (Eeg-Olofsson, 2003; Lason, 2006; Urbanska e Kleinrok, 1998).
A desregulagcdo e a produgédo excessiva de um amplo espectro de citocinas
podem conduzir a degeneracdo de neurdnios, causada pela influéncia
neurotdxica delas, e pode induzir convulsdo (Espinosa e Bermudez-Rattoni,
2001; Ravizza e Vezzani , 2006; Sdzelenyi , 2001; Vezzani e Granata, 2005).

Apesar dos diversos estudos encontrados na literatura, a agéo central
das fracbdes téxicas dos venenos escorpibnicos tem sido omitida devido ao
entendimento comum de que estes peptideos nao atravessam a barreira
hematoencefalica (Ismail et al., 1973, 1974; Revelo et al., 1996; Guidine et al.,
2008). Porém, em camundongos recém-nascidos, os quais ainda n&do tém esta
barreira completamente desenvolvida, Clot-Faybesse et al. (2000) relataram
encontrar toxinas labeis no SNC apds injecdo subcutanea. Adicionalmente,
apos a inoculacado subcuténea de TsTX, Nunan et al. (2003) e Guidine et al.
(2009) observaram a presenca desta toxina em cérebros de ratos jovens o que
indica que a TsTX atravessou a barreira hematoencefalica.

Estes estudos sugerem uma grande importancia das toxinas no SNC
em envenenamentos severos, 0 que explicaria a maior ocorréncia de acidentes
desta gravidade em pacientes cuja barreira esta comprometida ou nao é
totalmente desenvolvida (Guidine et al., 2008). A concordancia entre estes
estudos e os dados clinicos é clara, pois os acidentes severos prevalecem em
criancas e idosos. Em tais casos uma fragilidade da barreira hematoencefalica,
principalmente ao nivel do 4° ventriculo, onde ela é naturalmente mais
permeavel, comprometeria a fungdo exercida pelos nucleos cardiovascular e
respiratorio (Faraci et al., 1989).

Um estudo realizado em nosso laboratério mostrou que fragdes
isoladas do veneno do escorpido Tityus bahiensis (Lourengo et al., 2002),
quando administradas via endovenosa, provocaram alteracbes centrais,
reforcando os relatos de que toxinas sdo capazes de ultrapassar a barreira

hematoencefalica. Neste estudo, foi realizado um “screening” com seis fragdes
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isoladas do veneno do escorpido Tityus bahiensis e, destas, quatro
apresentaram resultados interessantes nos paréametros observados como
alteragdes comportamentais, eletrograficas e lesdo neuronal. Quando injetada
intrahipocampalmente, a fragdo P4 causou lesdo neuronal apenas na regiao
CA3 do hipocampo contralateral a injegcdo. As fracbes P5 e P6 causaram
convulsao comportamental e eletrografica e extensa lesdo neuronal em ratos. A
fracdo P7 produziu convulsdo comportamental e eletrografica, porém sem
causar dano neuronal.

Baseados neste trabalho, propomo-nos a estudar os efeitos que
algumas toxinas isoladas das trés primeiras fragdes citadas promovem no SNC
de ratos bem como analisar o envolvimento da liberacdo de aminoacidos
neurotransmissores e dos canais de calcio nos processos lesivos provocados

por uma das toxinas estudadas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Estudo dos efeitos de toxinas isoladas do veneno do escorpido Tityus
bahiensis sobre o sistema nervoso central de ratos apds injecéao

intrahipocampal.

2.2. Objetivos especificos

» Avaliagdo da atividade elétrica cerebral apos injegao intrahipocampal
de toxinas isoladas do veneno do escorpido Tityus bahiensis.

» Avaliagdo da atividade comportamental apds injegao intrahipocampal
de toxinas isoladas do veneno do escorpiao Tityus bahiensis.

» Avaliagdo da integridade neuronal nas areas CA1, CA3 e CA4 ipsi e
contralaterais a injegdo apoOs administracdo intrahipocampal das toxinas
isoladas do veneno do escorpido Tityus bahiensis.

» Determinacdo dos aminoacidos neurotransmissores liberados apoés
injecao intrahipocampal da toxina 4-V isolada do veneno do escorpido Tityus
bahiensis por HPLC (Cromatografia Liquida de Alto Desempenho) através da
técnica de microdialise.

= Avaliacdo das alteracdes citosodlicas de calcio provocadas pela toxina
4-V isolada do veneno do escorpiao Tityus bahiensis em células hipocampais

de rato através de microscopia confocal.



36

3. Material e Métodos

3.1. Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos com aproximadamente 250g,
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan e acomodados no biotério
do laboratério de Farmacologia do mesmo Instituto. Os animais foram mantidos
em caixas plasticas forradas de maravalha e fechadas com grade metalica com,
no maximo, seis animais e em condigdes padronizadas de biotério, ou seja,
temperatura controlada (20 a 22°C), ciclo de claro-escuro de 12h (com luz
ligada as 7h) e agua e comida a vontade. Todos os experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica do Instituto Butantan sob o certificado nimero
462/08.

3.2. Toxinas, drogas e reagentes

= Toxina 3 purificada do pool IV, toxinas 1, 4, 5, 24, 27 e 28
purificadas do pool V e toxina 14 purificada do pool VI do veneno do escorpiao
Tityus bahiensis

. Solucdo anestésica: hidrato de cloral (4,25g), sulfato de magnésio
(2,169), tiopental (0,979g), propilenoglicol (42,8mL), alcool absoluto (11,5mL) e
agua destilada g.s.p. (100mL).

. Solucdo transfer para microscopia confocal: KCI 4,7mM; CaCl,
2,5mM; NaHPO; 1,2mM; KH,PO4 1,2mM; MgSOs 1,2mM; glicose 11mM,;
sacarose 225mM; pH 7,4.

= Solugao tampéao fosfato para perfusdo: 100mL solugdo fosfato
(3,58g NaH,PO4H.0, 26,5g NaHPO412H,0 e agua destilada q.s.p. 1000mL),
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100mL solugado salina (81,82g NaCl e agua destilada g.s.p. 1000mL) e agua
destilada q.s.p. 1000mL

Solugao formol 4% para perfusdo: 270mL formaldeido e 730mL de

solugéo de sacarose (3,42g sacarose, agua destilada gq.s.p. 1000mL)

Solucao de derivatizacao: 350ul de etanol, 50ul de agua ultrapura,

50ul de trietilamina e 50ul de fenil-isotiocianato

Alcool absoluto — Synth

Solugdo Ringer com lactato de sodio — Aster
Formaldeido 38% — Synth

Xilol — Synth

Violeta de cresil — Merck

Paraplast ® — Oxford Labware

Entellan ® — Merck

Etanol — Synth

Trietilamina — Sigma

Fenil isoticianato — Sigma

Acetonitrila — J. T. Baker

EDTA - J. T. Baker

Acido acético glacial - VETEC

Acetato de sodio — Merck

Acido trifluoracético (TFA) — Merck
Bicarbonato de aménio — Merck

Acido glutamico — RBI (Research Biochemicals International)
Acido aspartico — RBI (Research Biochemical International)
Glicina — Sigma

GABA - Sigma

Fluo 3 AM® — Invitrogen

Pluronic® — Sigma

Digitonina — Sigma
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3.3. Procedimentos

3.3.1. Obtencéo dos “pools” e purificacdo das toxinas

O veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis foi obtido pelo laboratério
de Artrépodes e fornecido pela Comissao de Venenos do Instituto Butantan. A
separacao das fracdes e a purificacdo das toxinas foram realizadas pelo Dr. Ivo
Lebrun do laboratdrio de Biofisica e Bioquimica do mesmo Instituto.

Para a separacao das fragdes (ou “pools”), 50mg do veneno do
escorpiao Tityus bahiensis foram diluidos em 500ul de solugdo tampao
bicarbonato de aménio 50mM. A solugdo foi homogeneizada, centrifugada
(6000 rpm) e o sobrenadante estocado em geladeira. O precipitado foi
ressuspenso com o mesmo tampao e na mesma quantidade, homogeneizado,
centrifugado e o sobrenadante foi unido ao primeiro sendo que o volume total
obtido foi de 1,0mL. O sobrenadante final foi aplicado a uma coluna de gel
Sephadex G50 de 78 cm e &0,5cm com volume total de 245mL e volume morto
de 49mL, o qual foi descartado. A coleta dos “pools” foi realizada através de um
coletor automatico de fragcdes com fluxo de 9,0mL/h, com fragdes de 1,5mL, de
onde foram obtidos 6 pools (Figura 5), de acordo com sua densidade éptica lida
em espectrofotbmetro com absorbancia de 280nm. Os “pools” foram, entao,

liofilizados e estocados a -20°C até sua utilizagao.
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Figura 5. Separacdo do veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis em 6

fragbes através da coluna de gel Sephadex G50.

Para a purificacdo das toxinas, os “pools” de interesse foram
ressuspensos em 1,5mL de agua ultrapura e aplicados em um sistema de
Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC — HP série 1100) equipado
com uma coluna analitica C18 (Beckman 5um Ultrasphere, 250mm x 4,6mm)
com detecgao em espectofotdbmetro (HP) em comprimento de onda de 214nm,
usando-se como fase aquosa polar uma solucéo a 0,1% de acido trifluoracético
em agua ultrapura (solvente A) e como fase apolar, uma solu¢cdo a 90% de
acetonitrila com 10% de solvente A (solvente B). O material aplicado ao HPLC
foi submetido a uma corrida de 30 minutos com gradiente linear de 10 a 70% do

solvente B. A quantidade de material de cada pico foi estimada pela area dos
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mesmos. Os diferentes picos de material foram coletados e liofilizados, sendo

estocados, a seguir, a —20°C até sua utilizagao.

3.3.2. Procedimento cirurgico para implantacdo de canulas e eletrodos

Os animais foram injetados intraperitonealmente com anestésico
preparado com hidrato de cloral (4,25g), sulfato de magnésio (2,16g), tiopental
(0,979), propilenoglicol (42,8mL), alcool 90% (11,5mL) e agua destilada qg.s.p
100ml na dose de 4ml/kg. Depois de anestesiado, a pelagem da cabega do
animal foi retirada e a cabecga fixada em aparelho estereotaxico. Realizou-se
assepsia da pele e, posteriomente, uma incisao longitudinal medial para expor a
caixa craniana. O periosteo foi removido, a superficie 6ssea lixada e a pele do
animal cauterizada. Foram feitas perfuragdes da diploe craniana, com auxilio de
uma broca, para a implantagé&o de cénula e eletrodo bipolares na regido CA1 do
hipocampo dorsal cujas coordenadas (para canula: -4,3 de antero posterior, -3,2
de lateral e -2,8 de altura e para o eletrodo: -4,3 de antero posterior, +3,2 de
lateral e -3,0 de altura) foram determinadas pelo Atlas Estereotaxico de Paxinos
e Watson (1998). Nos animais submetidos a microdialise, foi implantada uma
canula-guia para probe de microdialise de acordo com as coordenadas -5,3 de
antero posterior, -4,0 de lateral e -2,0 de altura determinadas pelo Atlas
Estereotaxico de Paxinos e Watson (1998). O sistema implantado foi fixado a
caixa craniana por parafusos e polimero de acrilico + acrilico autopolimerizante.
Um mandril foi colocado no interior da canula para que sua permeabilidade
fosse mantida e a pele foi suturada de modo que canula e eletrodo ficassem
expostos. Apods a cirurgia, os animais foram alojados individualmente em caixas

plasticas para recuperagédo, com agua e comida a vontade por um ou dois dias.



41

3.3.3. Injecdo intrahipocampal e registro da atividade elétrica

cerebral

Os animais foram colocados em caixas de vidro dentro de uma gaiola
de Faraday e, através de seus eletrodos hipocampais, foram conectados por
cabos flexiveis a um registrador eletrografico marca PowerLab para registro
basal da atividade elétrica cerebral por cerca de 30 minutos. Apds este periodo,
0s animais tiveram seus eletrodos desconectados para a administracido das
solugdes Riger lactato ou de toxinas.

A administragao foi realizada através da canula guia com auxilio de
uma microseringa Hamilton® de 5ul conectada a uma sonda de polipropileno
fixada com acrilico odontolégico a uma agulha de carpule. Foi administrado um
volume de 1ul da solugao Ringer lactato para o grupo controle e 1pl das toxinas
do pool V, IV e VI na concentracdo de 1 ou 2ug/ul para os grupos
experimentais. A velocidade da injegao foi de 0,2ul/min, sendo o volume total
injetado em 5min. Apds a injec&o, a agulha foi mantida por mais um minuto para
evitar o refluxo. Os animais foram recolocados nas caixas individuais e, através
de seus eletrodos hipocampais, reconectados ao registrador computadorizado.
O reqistro eletrografico foi realizado por um periodo de 4h com concomitante

analise comportamental.

3.3.4. Perfuséo e desidratacao cerebral

Os animais foram anestesiados em camara de CO, e, com auxilio de
pinga e tesoura cirurgica, cada um teve o térax aberto para exposi¢cao do
coracado. O ventriculo esquerdo foi puncionado e conectado a um sistema de
perfusdo colocado a 2 metros acima do animal e uma incisdo no atrio direito foi
feita para escoamento do liquido. Foram utilizados tampao fosfato e solugao de

formol a 4% por volta de 5 minutos cada. Os animais foram decapitados e
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tiveram seus cérebros removidos e colocados em formol por, no minimo, uma
semana. Apos este periodo em formol, os cérebros foram dessecados através
de constantes trocas de alcool. Foram realizadas 3 trocas diarias com intervalo
de aproximadamente 4 horas por uma semana sendo que a ultima troca do

ultimo dia foi feita de alcool para xilol.

3.3.5. Incluséo cerebral em Paraplast e analise histopatoldgica

No dia seguinte a troca de alcool por xilol, os cérebros foram
mergulhados em 3 banhos sucessivos de resina Paraplast® por 1h30min cada.
Ao final deste tempo, cada cérebro foi colocado em uma caixinha de papel
devidamente identificada e depois embebido com Paraplast®. Os blocos foram
fixados em suportes de madeira e depois posicionados em micrétomo. Na area
de implante da canula e eletrodo, foram feitos cortes de 10um, posicionados em
laminas de vidro e, posteriormente, corados com violeta de cresil. As laminas
foram levadas ao microscopio 6ptico e, no aumento de 40x, efetuou-se a
contagem dos neurdnios integros das areas hipocampais CA1, CA3 e CA4 ipsi
e contralaterais a injecdo. Para cada animal foram contados 5 cortes
selecionados da seguinte maneira: o corte com a maior profundidade da cénula
e dois cortes antes e dois depois a ele de forma que fosse pulado um corte
entre cada um dos selecionados. Com isso, a distdncia minima entre um corte e
outro foi de 50pm. A contagem dos neurénios integros foi realizada com auxilio
de um reticulo de 100X100um colocado previamente na ocular do microscopio.
Foram contados apenas os neurbnios piramidais intactos localizados dentro do
reticulo, ou seja, aqueles em que o nucleo e nucléolo eram bem nitidos. Os
demais foram considerados lesados. O numero de neurdnios integros nos cinco

cortes foram somados e o resultado desta soma foi analisado.



3.3.6. Microdialise

Os animais, ja recuperados da cirurgia, foram colocados em gaiolas
plasticas individuais onde permaneceram por cerca de 30 minutos para
habituacdo. Foram utilizadas “probes” para microdialise CMA/11 conectadas,
através de catéteres de polietiieno de 90cm de comprimento, a microseringas
Hamilton® com capacidade para 2500ul previamente preenchidas com solugéo
Ringer e inseridas a uma bomba de infusdo regulada para um fluxo de
2,13pl/min. Catéteres de saida também foram conectados as “probes” e,
através destes, os perfusatos foram coletados e armazenados em tubos tipo
Eppendorf. As “probes” foram inseridas nas céanulas-guia implantadas na
cabeca do animal e iniciou-se a coleta das amostras apds 30min de fluxo,
tempo necessario para o liquido percorrer o catéter de saida. Os perfusatos
eram coletados a cada uma hora. As 3 primeiras amostras corresponderam a
linha de base. Ao final destas coletas basais, os animais foram submetidos a
injecao intrahipocampal de 1ul da toxina 4-V através da canula-guia, mas sem
interrupcao do fluxo do sistema. Logo em seguida as probes foram reinseridas e
as coletas continuadas. Ao total, foram coletadas 8 amostras, sendo 3 amostras
basais e 5 amostras apos injecado da toxina. Imediatamente apds cada coleta os
perfusatos foram congelados e armazenados em freezer —80°C até o momento

da dosagem dos neurotransmissores.

3.3.7. Dosagem dos niveis cerebrais de aminoacidos por

cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC)

A anadlise de aminoacidos € um método quali e quantitativo que
possibilita a identificacdo e quantificacdo de aminoacidos provenientes de um

material biolégico que contenha proteinas, peptideos ou aminoacidos livres. O



meétodo utilizado baseia-se numa relagédo de acoplamento do aminoacido com
um cromoforo (artigo no prelo).

Para este experimento, utilizou-se um sistema de HPLC da marca HP
série 1100 equipado com uma coluna analitica C18 (Beckman 5u Ultrasphere
ODS-PTH) medindo 250mm x 4,6mm em um gradiente com fase movel,
conforme descrito por Heinrikson e Meredith (1984) e modificado por Ebert
(1986), constituida por solugdo A (30ml de acetonitrila e 470ml da solugéo
tampéo para aminoacidos — 19g de acetato de sdédio, 1000ml agua ultrapura,
0,5ml de ftrietilamina, 200ul EDTA, titulado para pH 6,4 com acido acético
glacial) e solugédo B (400ml de acetonitrila, 100ml de agua ultrapura e 100ul de
EDTA 0,1M). As solucdes A e B permaneceram por 20min em sonicador para
deaeracéo, afim de impedir a interferéncia de bolhas no momento da leitura.

As aliquotas obtidas pelo procedimento anterior (3.3.6) foram
descongeladas, colocadas em um evaporador centrifugo tipo Speed Vac e
levadas ao Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan.
Inicialmente, foi feita a derivatizacdo das amostras com 30ul da solucéo de
fenilisotiocianato, reagdo que promove a ligagcao do fenilisotiocianato ao NH, do
aminoacido formando um composto que sera absorvido no comprimento de
onda de 254nm. Os perfusatos foram completados com agua ultrapura para
obter um volume final de 200ul e submetidos ao agitador automatico (tipo
VORTEX). Destes, 100ul foram injetados no sistema de cromatografia liquida.

As substancias foram reconhecidas segundo seu tempo de reteng¢ao na
coluna cromatografica, comparando-as a um padrdo de aminoacidos de
concentracdo conhecida. O tempo de corrida foi de 21 minutos. Os padrbes
contendo as concentragdes de 1uM de acido glutdmico, 1uM de acido
aspartico, 1uM de glicina e 1uM de GABA foram diluidos em agua pura,
distribuidos em tubos de plastico tipo Eppendorf (1,5ml) e estocados em freezer
-80°C por tempo indeterminado. No momento da analise os padrdes foram

descongelados e diluidos com a solugéo de derivatizagao.
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Gradiente para eluicado dos aminoacidos derivatizados:

Tempo (min) Solucédo A Solucédo B
0 100% 0%
12 54% 46%
15 0% 100%
20 100% 0%
21 100% 0%

3.3.8. Microscopia confocal

O animal foi anestesiado em cémara de CO,, guilhotinado e seu
cérebro removido rapidamente. A porgao rostral e o cerebelo foram retirados e
a regido mediana do cérebro colada a um suporte o qual foi fixado no
vibratomo. Foram feitos cortes sagitais do hipocampo com espessura de
200um. Com auxilio de uma pipeta Pasteur, as fatias foram retiradas
delicadamente do vibratomo e depositadas em uma placa de Petri com solugao
transfer aerada e gelada. Os hipocampos foram separados do restante do
cérebro e mantidos em solucéo transfer gelada e aerada constantemente.

A solugao transfer foi preparada no dia e mantida gelada com aeracéao
de carbogénio. No momento do uso foi transferida para o vibratomo e mantida
sob as mesmas condigoes.

Os hipocampos foram colocados individualmente em laminulas, o
excesso da solugao transfer retirado com papel filtro e as bordas laterais do
hipocampo aderidas a laminula com cola instantédnea. As laminulas foram
incubadas em solugdo de 25ug/ml de Fluo-3 AM® acrescida de 2ul de
Pluronic® 20% por 30 minutos, protegidas da luz, com aeragédo constante e em

temperatura ambiente (média de 25°C).
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Apos este periodo, as laminulas foram lavadas quatro vezes em
solucdo transfer e colocadas em camaras apropriadas para visualizacdo em

microscopio confocal, banhadas por 500ul de solugéo transfer.

3.3.9. Mobilizacao de célcio por microscopia confocal

O microscopio de varredura confocal é utilizado para aumentar o
contraste da imagem microscopica fluorescente e construir imagens
tridimensionais através uma fonte de luz laser que promove a excitacdo de um
fluoréforo (de Azevedo, 2005) e da utilizagdo de um pequeno diafragma,
pinhole, que permite uma alta definicdo de imagem em amostras mais espessas
que o plano focal. Este diafragma permite a passagem apenas da luz
proveniente do ponto focado, eliminando a luz emitida por pontos fora de foco.

Neste experimento foi utilizado um laser Argon de excitacdo a 488nm
para o Fluo-3. A luz emitida foi adquirida com um filtro de emissdo LP (Long
Pass) a 505nm no confocal.

Uma visualizagdo panoramica do hipocampo foi feita em objetiva com
aumento de 10x para selecionar uma area da regido CA1 que foi,
posteriormente, focada em objetiva LD 20x. A primeira imagem deste campo foi
capturada sem a adicdo de qualquer substancia. Posteriormente, foram
acrescidos 10ul da solugédo contendo a toxina 4-V (1ug/ul) e, em seguida, mais
vinte e nove imagens foram captadas, com intervalo de 5 segundos entre cada
uma. A concentragdo final da toxina na camara foi de 0,02ug/ul.

O mesmo procedimento foi repetido com adigdo de 10ul de digitonina
5mM para a obtencao da fluorescéncia maxima e depois com adigao de 10ul de
solugéo de cloreto de manganés 0,2M para obtencéo de fluorescéncia minima.
Estas duas substancias foram utilizadas para verificar a viabilidade do tecido

hipocampal. A digitonina é responsavel por promover o rompimento da
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membrana celular liberando o calcio citosolico e, entdo, causar a maxima
fluorescéncia. O cloreto de manganés tem maior afinidade ao fluoréforo que o
calcio e, neste caso, o fluoréforo n&o interagira com o calcio para promover a

fluorescéncia do material em estudo.

3.4. Delineamento Experimental

3.4.1. Experimento 1 — Avaliacdo eletrogréfica e comportamental
ap6s injecdo intrahipocampal das toxinas isoladas do veneno do

escorpiao Tityus bahiensis em ratos.

Para o grupo controle, seis animais foram injetados (item 3.3.3) com 1l
da solugdo de Ringer. Todos os animais dos grupos experimentais receberam
1ul da solugcdo de toxina. Foram utilizados 6 animais para a toxina 3-IV na
concentragao de 2ug/ul, 12 animais para o teste da toxina 1-V na concentragao
de 1ug/ul, 11 animais para a toxina 4-V na concentracédo de 1ug/ul, 13 animais
para a toxina 5-V na concentragcdo de 1ug/ul, 6 animais para a toxina 24-V na
concentragdo de 2ug/ul, 8 animais para a toxina 27-V na concentragdo de
2ug/ul, 8 animais para a toxina 28-V na concentragcao de 2ug/ul e 8 animais
para a toxina 14-VI na concentracao de 2ug/ul.

Logo apods a injegcdo, os animais tiveram seus eletrodos reconectados
ao aparelho e o registro foi realizado por um periodo de, no minimo, 4 horas,
conforme descrito no item 3.3.3. Foram quantificadas espiculas isoladas,
agrupamento de espiculas, descargas leves e moderadas como alteracbes
eletrograficas, e “wet dog shakes” (WDS), mioclonias, bocejos, movimentos
mastigatorios, aumento de secreg¢do, salivagdo como alteragdes

comportamentais que ocorreram durante esse periodo.
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3.4.2. Experimento 2 — Avaliacdo da lesdo neuronal apds injecdo
intrahipocampal das toxinas isoladas do veneno do escorpidao Tityus

bahiensis em ratos.

Apos sete dias da injegao das toxinas ou de solugéo Ringer, os animais
do experimento anterior foram anestesiados e perfundidos e tiveram seus
cérebros retirados (item 3.3.4) e processados para analise histopatologica (item
3.3.5). Foram feitos cortes tranversais de 10 ym em micrétomo e depois fixados
em |lamina para coloragdo. Apds coloracdo com violeta de cresil, as laminas
foram levadas ao microscopio Optico para contagem de neurdnios integros das
regides CA1, CA3 e CA4 ipsi e contralaterais a injegado conforme item 3.3.5 com

auxilio de um contador manual.

3.4.3. Experimento 3 -  Dosagem de aminoéacidos
neurotransmissores apos injecao intrahipocampal da toxina 4-V isolada

do veneno do escorpido Tityus bahiensis em ratos.

Um grupo de seis animais foi operado para implantagado de canula-guia
para probe de microdialise conforme descrito no item 3.3.2. Apds recuperacéo,
os animais foram submetidos a microdialise.

Inicialmente foram feitas trés coletas basais, ou seja, antes da injecao
da toxina. Apds estas coletas, foi realizada, através da cénula guia para probe
de microdialise, a injecdo intrahipocampal de 1ul da solugéo da toxina 4-V na
concentragao de 1ug/ul e, posteriormente, a coleta de mais cinco amostras. As
trés primeiras coletas correspondem as amostras de base, a seguinte continua
contendo niveis basais de aminoacidos devido ao tempo necessario para que o
perfusato percorra o catéter e a partir da 5 amostra, os niveis encontrados séo

aqueles obtidos apds injegao da toxina.
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A dosagem dos aminoacidos neurotransmissores foi realizada de

acordo com item 3.3.7.

3.4.4. Experimento 4 — Avaliacao do efeito da toxina 4-V isolada do
veneno do escorpido Tityus bahiensis na mobilizacdo de célcio pela
técnica de microscopia confocal em fatias de hipocampo de ratos

Oito animais foram sacrificados por decapitacdo e tiveram seus
cérebros removidos. Foram feitas fatias hipocampais em vibratomo e
preparadas de acordo com a descrigdo do item 3.3.8. As laminulas foram
levadas ao microscopio confocal e 10ul da solugdo de toxina 4-V foram
aplicados, conforme descrito no item 3.3.9. A concentragao final da toxina na

camara foi de 0,02ug/pl.

3.5. Analises Estatisticas

Foi utilizada a analise de varidancia ANOVA seguida do teste de Tukey-
Kramer para a analise da contagem celular e ANOVA para medidas repetidas
seguida de teste de Tukey-Kramer para a analise das dosagens de
neurotransmissores. Para a analise comportamental foi utilizado o teste de
Fisher. Os dados de alteragdes eletrograficas foram analisados pela analise de
variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Para
todas as comparacgdes realizadas a probabilidade de pelo menos p<0,05 foi

considerada capaz de demonstrar diferencgas significantes entre os grupos.
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4. Resultados

4.1. Experimento 1 — Avaliacdo eletrografica e comportamental
ap6s injecdo intrahipocampal das toxinas isoladas do veneno do

escorpiao Tityus bahiensis em ratos.

Os animais injetados com solugao Ringer ndo apresentaram nenhum
tipo de alteragao eletrografica e/ou comportamental.

Do “pool” IV proveniente do veneno do escorpido Tityus bahiensis
obteve-se onze picos, mas somente o pico 3 foi utilizado nos experimentos.
Esta toxina, assim como as Tb 24-V, 27-V, 28-V e 14-VI, ndo apresentou
alteragdes na menor dose (1ug) e por isso foi testada na dose de 2ug por
animal (n=6). Na maior dose, a toxina Tb 3-IV provocou o aparecimento de
espiculas isoladas e agrupadas e descargas leves e moderadas (dados nao
mostrados), porém estas alteragdes nao foram quantificadas. O tempo de
laténcia para a agao desta toxina foi de aproximadamente 600 segundos apos
sua administracdo (dados n&o mostrados). Quanto as alteragdes
comportamentais, 83,3% dos animais apresentaram mioclonias e 50% WDS,
observadas na tabela 1.

O “pool” V originou 30 picos, dos quais apenas 1, 4, 5, 24, 27, 28
apresentaram quantidade suficiente para o ‘screening’ inicial (Tabela 1). A
figura 5 exemplifica o registro controle e os padrées de alteragdes eletrograficas
analisadas. As Tabelas 2 e 3 mostram detalhadamente as alteracdes
eletrograficas observadas apds a administragao destas toxinas.

A toxina Tb 1-V, na dose de 1pg/ul (n=12) (Tabela 2), iniciou seus
efeitos em 133,3 segundos apds sua administracdo e provocou aumento
significante dos tempos de descargas leves e espiculas agrupadas e da
frequéncia do surgimento de espiculas isoladas e agrupadas (Tabelas 2 e 3).

Os animais que receberam esta toxina, comportamentalmente, apresentaram
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bocejos (83,3%), aumento do movimento mastigatério (83,3%), mioclonias
(100%) e WDS (83,3%) (Tabela 1). Além das alteragdes citadas, esta toxina
provocou aumento de secrecdo salivar e/ou nasal em 33,3% dos animais, o que
nao aconteceu com a administragao das demais toxinas.

A toxina Tb 4-V, na dose de 1ug/ul (n=11), teve uma média de tempo
de laténcia de 91,25 segundos apods injecao intrahipocampal. Foram verificados
aumentos significantes na frequéncia de espiculas isoladas e de descargas
leves e no tempo de duragcdo destas descargas (Tabelas 2 e 3). Houve
presenca de agrupamentos de espiculas, descargas moderadas e intensas,
porém sem significAncia estatistica (Tabelas 2 e 3). As alteragoes
comportamentais observadas foram mioclonias (81,8%), movimentos
mastigatorios (63,6%), bocejos (63,6%) e WDS (81,8%) (Tabela 1).

A toxina Tb 5-V (Tabela 2) tem um tempo médio de agédo de 367,3
segundos. Sua administracdo na dose de 1ug/ul (n=13) provocou um aumento
significante da frequéncia do aparecimento de espiculas isoladas e de
descargas leves assim como um aumento significante no tempo de ocorréncia
destas descargas (Tabelas 2 e 3). Quanto a alteracdo comportamental,
observou-se aumento da frequéncia de bocejos em 92,3% dos animais,
movimentos mastigatorios em 76,9%, mioclonias em 84,5% e WDS em 61,5%.
Curiosamente, as toxinas Tb 4-V eTb 5-V causaram “solugos” nos animais,
porém este evento ndo apresentou significancia estatistica.

Com uma dose de 2ug/ul (n=6), toxina Tb 24-V apresentou o menor
tempo de laténcia para o aparecimento dos efeitos, 59,0 segundos (Tabela 2).
Esta toxina provocou aumento significante da frequéncia de espiculas isoladas
e também o surgimento de espiculas agrupadas, descargas leves e moderadas,
estas, porém, sem significAncia quando comparadas ao controle (Tabelas 2 e
3). Em relagdo ao comportamento, a toxina provocou alteragdes de bocejo em
50% dos animais, mioclonias em 83,3% e WDS em 50% (Tabela 1).

O tempo de laténcia da toxina Tb 27-V (2ug/ul; n=8), foi de 278,3

segundos, em média (Tabela 2). Com sua administragdo, foram observadas
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espiculas isoladas e agrupadas e descargas leves, moderadas e intensas,
porém nenhuma destas em quantidade significante (Tabelas 2 e 3). Foi
observada alteracédo na quantidade de WDS em 50% dos animais (Tabela 1).

A toxina Tb 28-V, 1ug/ul (n=8) teve uma média de tempo de laténcia de
290,5 segundos apos injegao intrahipocampal (Tabela 2). Verificou-se aumento
significante na frequéncia de espiculas isoladas e no tempo de espiculas
agrupadas. Descargas leves, moderadas e intensas foram observadas, porém
sem significancia estatistica (Tabelas 2 e 3). Alteragbes comportamentais como
WDS (62,5%), movimentos mastigatorios (62,5%) e mioclonias (75%) foram
observadas apds a administragcao da toxina (Tabela 1).

Com relagdo a toxina Tb 14-VI na dose de 1pg/ul (n=8), houve o
aparecimento de movimentos mastigatorios em 62,5% dos animais injetados,
mioclonias em 62,5% e WDS em 50% (Tabela 1).
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Tabela 1. Alteragcdes observadas apds a injecao intrahipocampal das diferentes toxinas isoladas do veneno do

escorpiao Tityus bahiensis.

_ Movimento Aumento de _ _
Bocejo . Mioclonia Wet dog shake
mastigatorio secrecao
Ringer - - - - -
Tb 3-1V i ) ) 83,3% * 50% *
(n=6) (5/6) (3/6)
Tb 1-V 83,33% * 83,33% * 41,6% 100% * 83,33% *
(n=12) (10/12) (10/12) (5/12) (12/12) (10/12)
Tb 4-V 63,64% * 63,64% * 27,3% 81,82% * 81,82% *
(n=11) (7/11) (711) (3/11) (9/11) (9/11)
Tb 5-V 92,31% * 76,92% * ) 84,46% * 61,54% *
(n=13) (12/13) (10/13) (11/13) (8/13)
Tb 24-V 50% * 33,33% 16,6% 83,33% * 50% *
(n=8) (4/8) (2/8) (1/6) (5/8) (4/8)
Tb 27-V 25% 37,5% 37,5% 37,5% 50% *
(n=8) (2/8) (3/8) (3/8) (3/8) (4/8)
Tb 28-V 12,5% 62,5% * 75% * 62,5% *
(n=9) (1/8) (5/8) - (6/8) (5/8)
Tb 14-VI 25% 62,5% * 37 5% 62,5% * 50% *
(n=8) (2/8) (5/8) (3’/8)0 (5/8) (4/8)

* diferente do controle Ringer, p<0,05. Teste de Fischer



Tabela 2. Alteragdes eletrograficas observadas apdés a injecao intrahipocampal das diferentes toxinas isoladas do
“pool” V do veneno do escorpido Tityus bahiensis.

Laténcia para o primeiro Frequéncia de espiculas  Frequéncia de espiculas Tempo de espiculas
episodio® isoladas® agrupadas® agrupadas®
Ringer - - - -
Tb 1-V 133,3+£31,3 19 (14-21)** 4 (3-6) 30,0+16,3*
Tb 4-V 91,2+44,9 13 (6-26)* 3 (0-6) 16,2+9,2
Tb 5-V 367,3+84,9 18 (9-26)** 2 (0-7) 14,5+11,4
Tb 24-V 59,046,9 10 (10-15) 2 (1-4) 13,716,5
Tb 27-V 278,3+118,2 4 (2-12) 1(0-2) 12,316,7
Tb 28-V 290,5+98,3 16 (12-20) 4 (0-7)* 37,0+15,0*

(a) média * erro padrao da média, em segundos, da laténcia para o primeiro episddio ou do tempo total de descarga.
(b) mediana % intervalo de confianga do nimero de eventos. * significantemente diferente do grupo controle (p<0,05) — Analise
de variancia nao paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de teste de Dunn. ** significantemente diferente do grupo controle

(p<0,01) — Analise de varidncia nao paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de teste de Dunn.



55

Tabela 3. Alteragdes eletrograficas observadas apdés a injecao intrahipocampal das diferentes toxinas isoladas do

“pool” V do veneno do escorpido Tityus bahiensis.

Frequéncia de Tempo de Frequéncia de Tempo de Frequéncia de Tempo de

descargas descargas descargas descargas descargas descargas

leves® leves® moderadas® moderadas® intensas® intensas®®
Ringer - - - - - -
Tb 1-V 2,5(0-5) 8,713,0 - - - -

Tb 4-V 5,5 (2-12) 22,519,2 0 (0-11 63,5+63,5 0 (0-9) 199,5+199,5

Tb 5-V 11 (9-17)* 39,5+12,6 - - - -
Tb 24-V 2 (0-8) 2,4+1,6 0 (0-1 2,5+2,5 - -

Tb 27-V 2 (0-5) 15,413,5 0 (0-3 14,0+14,0 0,5 (0-2) 38,5+29,4

Tb 28-V 3,5 (2-6) 14,242 4 1(1-2)* 16,614,2 0 (0-4) 21,2421,2

(a) média + erro padrao da média, em segundos, do tempo total de descarga.
(b) mediana % intervalo de confianga do numero de eventos. * significantemente diferente do grupo controle (p<0,05) — Analise
de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de teste de Dunn. ** significantemente diferente do grupo controle

(p<0,01) — Andlise de variancia nao paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de teste de Dunn.
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Figura 6. Exemplos das alteracbes eletrograficas quantificadas: registro
controle (A), espicula isolada (B), agrupamento de espiculas (C), descarga leve

(D), descarga moderada (E) e descarga intensa (F).

4.2. Experimento 2 — Avaliacdo da lesdo neuronal apoOs injecao
intrahipocampal das toxinas isoladas do veneno do escorpido Tityus

bahiensis em ratos.

Apods sete dias da administragdo de solugdo Ringer ou das diferentes
toxinas isoladas dos “pools” IV, V e VI do veneno do escorpiao Tityus bahiensis,
os animais foram anestesiados e perfundidos e tiveram seus cérebros

dessecados e preparados para analise histolégica.
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Os resultados obtidos com a contagem das células integras das areas
hipocampais CA1, CA3 e CA4 ipsi e contralaterais a injegao estao
representados na figura 7.

Em relagdo aos grupos experimentais, pdde-se observar diminuigdo
significativa de células integras nas regides CA4 ipsi e contralateral a injegcao
apdés administracdo das toxinas Tb 3-IV, Tb1-V, Tb 24-V e Tb 28-V. A
quantidade de células das demais regides nao foi alterada significantemente por
estas toxinas, apesar de algumas provocarem diminuigdo na quantidade de
células viaveis de certas regides.

Na figura 7, sao observados desvios-padrdao muito grandes. Isto se
deve a lesdo neuronal encontrada em um ou dois animais. A Tb 3-IV provocou
lesdo neuronal em dois animais na regido de CA1 ipsilateral (média entre os
cortes dos dois animais = 82 células). Com a Tb 4-V, um animal apresentou
apenas 100 células em CA1 ipsi e 92 células em CA1 contralateral. A Tb 5-V
causou lesdes nas regides CA1 ipsi e contralateral (89 e 38 células viaveis,
respectivamente). Na regido CA1 contralateral, a Tb 14-VI provocou lesdo em
um animal. A analise histolégica deste animal revelou apenas 36 células
viaveis, enquanto que em animais sem lesdo a quantidade de células viaveis
encontradas € de aproximadamente 300.

As demais toxinas testadas nao eliciaram alteragdes significantes nas

regides analisadas.
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Figura 7. Analise histolégica das regides CA1, CA3 e CA4 ipsi e contralaterais
apo6s administragao intrahipocampal das diferentes toxinas isoladas do veneno
do escorpiao Tityus bahiensis.

Os dados se referem a média + desvio padrao da média.

* significantemente diferente do grupo controle (p< 0,05) - Teste ANOVA
seguido de teste Tukey Kramer

** significantemente diferente do grupo controle (p< 0,01) - Teste ANOVA

seguido de teste Tukey Kramer
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4.3. Experimento 3 - Dosagem de aminoacidos
neurotransmissores apoés injecdo intrahipocampal da toxina 4-V isolada
do veneno do escorpiao Tityus bahiensis em ratos.

Para este experimento, somente a toxina 4-V foi utilizada por ter
produzido um efeito epileptogénico mais pronunciado que as demais e pelo seu
bom rendimento apds a coleta dos picos.

Na dosagem de aminoacidos neurotransmissores, verificou-se um
pequeno aumento na concentragdo de glutamato apés a administragao da
toxina Tb 4-V (Figura 8). Porém, este aumento nao foi significante em relagao
ao nivel basal. Os aminoacidos glicina e GABA n&o apresentaram variagdes de
concentragdo em relagdo aos niveis basais obtidos antes da inje¢do da toxina
(Figura 8).

Devido ao sutil aumento, porém sem significancia, na concentracédo de
glutamato optamos por analisar individualmente os niveis de aminoacidos
neurotransmissores. As figuras 9, 10 e 11 mostram as concentragdes
individuais e as variagdes percentuais individuais de glutamato, GABA e glicina,
respectivamente, na regido hipocampal apos a administragao da toxina Tb 4-V.

Podemos observar que em um dos animais observados houve um
aumento de aproximadamente 150% da concentragdo extracelular de glutamato
em relagdo aos niveis basais (figura 9B). Este animal apresentou agitagao,
WDS, frequentes mioclonias, aumento de secrecao lacrimal e nasal e
dificuldade respiratéria nas primeiras duas horas apos a injegao da toxina 4-V,
comportamentos diferentes dos observados. Apos este tempo, as alteracdes
foram se extinguindo. Alteragées nos niveis extracelulares de glicina e GABA

nao foram observadas.
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Figura 8. Niveis hipocampais de glutamato, glicina e GABA em ratos machos
submetidos a injecao intracerebral da toxina 4-V.
Dados representados como média + erro padrao.
Onde p>0,05, ANOVA para medidas repetidas seguida de teste de Tukey

Kramer.
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Figura 9. Niveis individuais de glutamato hipocampal. A) Variagdo individual

dos niveis de glutamato observada nas oito horas de coleta de aminoacidos

neurotransmissores.

B) Variagdo percentual da concentragdo individual de

glutamato apos a administragdo da toxina 4-V em relagao aos niveis basais.



62

0,5 A
0,45
€ 04 —&— Animal 1
> 0,35 _
E —— Animal 2
= 03
'§. 0,25 —h— Animal 3
= 02
[ ! .
§ 0.15 =J- Animal 4
8 0,1 =i Animal 5
0,05 - .=—_.=-'—._;.=.=.El7 .
0 : —0— Animal
1 2
100 B
a0
60 —¢— Animal 1
£ 40 —B— Animal 2
g 20
e 0 —r— Animal 3
o
g -20 —- Animal 4
g 40 —g8- Animal 5
-60
_80 —0— Animal 6
-100

Figura 10. Niveis individuais de GABA hipocampal. A) Variacdo individual dos

niveis de GABA observada nas oito horas de coleta de aminoacidos

neurotransmissores.

B) Variagdo percentual da concentragdo individual de

GABA apés a administragéo da toxina 4-V em relagdo aos niveis basais.
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Figura 11. Niveis individuais de glicina hipocampal. A) Variagao individual dos

niveis de glicina observada nas oito horas de coleta de aminoacidos

neurotransmissores.

B) Variagdo percentual da concentragdo individual de

glicina ap6s a administragdo da toxina 4-V em relagao aos niveis basais.
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4.4. Experimento 4 - Avaliacdo do efeito da toxina 4-V isolada do
veneno do escorpido Tityus bahiensis na mobilizacdo de célcio pela
técnica de microscopia confocal em fatias de hipocampo de ratos

Assim como no experimento 3, somente a toxina Tb 4-V foi utilizada no
experimento de mobilizagdo de calcio.

Das oito fatias hipocampais viaveis submetidas a microscopia confocal,
quatro delas apresentaram um aumento de 25 a 45% de fluorescéncia logo
apos a aplicagéao da toxina chegando a 90 a 110% entre os tempos 10 e 20 (50
a 100 segundos) e caindo para 60 a 90%, em relagéo a concentragéo basal de
calcio citosolico, no 30° tempo (150 segundos), como verificado na figuras 12A
e 13. Nas outras quatro fatias houve uma diminuicdo de 0,5 a 6% durante todo
o tempo de captacdo de imagens em relagdo a concentragdo basal (Figuras
12B e 14).

Para a validacdo dos experimentos, apos a aplicacdo da toxina, foi
utilizada digitonina que, por ter uma agao detergente, rompe as membranas das
organelas e da célula e libera o calcio presente na célula, o que determina a
maxima fluorescéncia. Para a verificagdo de fluorescéncia minima, o
manganés, na forma de MnCl,, foi utilizado ao final do experimento. Os
resultados aqui apresentados sédo das fatias em que a digitonina e o manganés
tiveram o efeito esperando, comprovando a viabilidade das fatias.

As concentragdes de calcio variam conforme a preparagdao nao sendo
possivel realizar analise estatistica para a determinagdo de significancia em

comparagao ao meio sem toxina.
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Figura 12. Diferentes perfis da variacdo percentual de calcio citosdlico, em
relagdo ao tempo zero, dado pela fluorescéncia em microscopia confocal apés a
aplicagao da toxina 4-V obtida do “pool” V do veneno do escorpidao Tityus

bahiensis.

Figura 13. Exemplo de aumento ocorrido em metade das amostras em que foi
feita a aplicagdo da toxina 4-V isolada do “pool” V do veneno do escorpiao
Tityus bahiensis da quantidade de caélcio citosodlico em fatias hipocampais

visualizadas em microscopio confocal.
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Figura 14. Exemplo da nao variagédo ocorrida em metade das amostras em que
foi feita a aplicagao da toxina 4-V isolada do “pool” V do veneno do escorpidao
Tityus bahiensis da quantidade de calcio citosolico em fatias hipocampais

visualizadas em microscopio confocal.
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5. Discussao

A espécie Tityus serrulatus é considerada a mais perigosa e por isso a
maioria dos trabalhos encontrados na literatura é direcionada ao estudo de seu
veneno e toxinas. Entretanto, como pouco se sabe a respeito dos efeitos dos
venenos de outros escorpides da familia Buthidae (Severino et al., 2009)
presentes no Brasil, a pesquisa com veneno destes tem crescido e alguns
resultados relativos aos efeitos centrais obtidos com o veneno dos escorpides
Tityus bahiensis e Tityus serrulatus sado divergentes. Em 1993, Sandoval e
Dorce encontraram uma DLsg de 0,56mg/Kg do veneno do Tityus serrulatus
quando injetado via endovenosa em ratos enquanto que para o veneno do
Tityus bahiensis Lourenco et al. (2002) encontraram quase o dobro deste valor,
1,180mg/Kg, quando testado em camundongos via endovenosa. Ja Nishikawa
et al. (1994) observaram que, em camundongos, o veneno do Tityus bahiensis
€ mais toxico que o do Tityus serrulatus. As DLsg intraperitoneais dos venenos
do Tityus bahiensis e do Tityus serrulatus encontradas neste estudo foram
1,062mg/kg e 1,160mg/Kg, respectivamente. Porém, quando testado em
cobaias, o veneno do Tityus bahiensis apresentou uma dose letal minima (DLM)
de 126ug por animal, aproximadamente duas vezes menor que a do Tityus
serrulatus (DLM = 250ug por animal) (Nishikawa et al., 1994). Diferencas de
especie, metodologia e sazonalidade podem ser responsaveis por estas
discordancias.

Em um trabalho anterior (Lourenco et al., 2002) realizado no laboratoério
de Farmacologia do Instituto Butantan, verificou-se que o veneno do Tityus
bahiensis causa convulsdo mais acentuada que a provocada pelo veneno do
Tityus serrulatus. Posteriormente, foi feito um “screening” das fragcbes deste
veneno para verificar quais eram as responsaveis pela pronunciada atividade
convulsivante provocada pelo veneno bruto.

As fracdes IV, V e VI apresentaram resultados epileptogénicos mais

pronunciados e por isso, no presente estudo, foram submetidas ao processo de
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purificacdo para obtencao de toxinas. Destas, as que tiveram 6timo rendimento
para os experimentos foram estudadas apds administragao intrahipocampal. O
hipocampo foi a regido de escolha por estar envolvido no processo
epileptogénico. Por isso € utilizado em varios modelos animais de epilepsia
(Fisher, 1989). Esta regido também é de facil acesso para administracédo de
substancias e facilmente identificada na analise histoldgica.

O hipocampo é um tecido vulneravel com alto potencial epileptogénico
e extensivas conexdes para outras areas (Surges et al., 2008). A suscetibilidade
desta estrutura deve-se ao grande numero de sinapses excitatdrias que possui,
estando também associada a maioria das desordens comportamentais em
epilepsia (Fisher, 1989; Lothman et al., 1991). A perda de neurbnios desta
regidao tem sido apontada como causa ou efeito da convulsdo, ja que o status
epilepticus grave é caracterizado por convulsdes prolongadas ou repetidas
frequentemente seguidas por dano neuronal que envolve o hipocampo e outras
estruturas limbicas (Sutula et al., 1994).

A fragdo V, primeira a ser submetida a cromatografia, deu origem a 30
picos dos quais apenas os picos 1 (Tb 1-V), 4 (Tb 4-V), 5 (Tb 5-V), 24 (Tb 24-
V), 27 (Tb 27-V) e 28 (Tb 28-V) foram testados. Somente as trés primeiras
toxinas deste “pool” foram utilizadas na dose de 1ug/pl, pois todos os demais
peptideos, na mesma dose, ndo provocaram qualquer alteracdo nos animais.
Optamos, entdo, por dobrar suas doses. As toxinas provenientes dos “pools” IV
e VI, Tb 3-1V e Tb 14-VI, também foram testadas na dose de 2ug/pl pelo mesmo
motivo que o das toxinas citadas anteriormente.

No presente trabalho, todas as toxinas analisadas apresentaram duas
ou mais alteracbes comportamentais. As principais causadoras de alteragdes
foram as toxinas Tb 1-V, Tb 4-V e Tb 5-V as quais provocaram bocejos,
aumento da frequéncia de movimentos mastigatorios, mioclonia e WDS em
mais de cinquenta por cento dos animais. WDSs estiveram presentes em todos

0s grupos e mioclonia s6 nao foi observada apés a injegao da Tb 27-V.
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Apesar da auséncia de convulsdes tbnicas e/ou clbénicas, as principais
alteragbes observadas, com excegdao do bocejo, estdo relacionadas ao
processo convulsivo em roedores.

Sabe-se que os venenos dos escorpides da familia Buthidae possuem
uma grande quantidade de toxinas que modulam a funcédo dos canais de sodio
(De la Vega e Possani, 2005) e que o mecanismo de agao das toxinas
escorpidnicas € o aumento da liberacdo de neurotransmissores. Estudos
realizados com as toxinas provenientes do veneno do escorpido Tityus
serrulatus que provoca alteracbes comportamentais semelhantes as
observadas no presente estudo tém demonstrado que estas toxinas sao
capazes de estimular a liberacdo de neurotransmissores do sistema
adrenérgico, glutamatérgico e GABAérgico nos sinaptossomas corticais de
ratos (Gomez et al., 1995; Romano-Silva et al., 1994) e no hipocampo de
animais vivos (Nencioni et al., 2003). Devido as semelhangas comportamentais,
sugere-se que as toxinas do estudo também aumentem a liberagdo de
neurotransmissores, dentre eles o glutamato, que em excesso pode induzir
processos patolégicos (Filiat et al., 1998) como convulsbes epilépticas
(Cunningham et al., 1994) e morte neuronal por excitotoxicidade (Olney, 1986).

Em epilepsia experimental, WDS tem sido descrito como um
comportamento associado a convulsdées em modelos animais cronicos (Tanaka
et al., 1996) e agudos (Dagci et al., 2002). Este comportamento é considerado o
precursor da convulsao limbica generalizada (Rondouin et al., 1987; Otoom et
al., 2006). Estudos (Elliot et al., 1992; Bristow e Young, 1994; Piot et al., 1995;
Stoessl et al., 1995; Duarte, 2003; Umeda et al., 2007) relatam que WDS, auto-
limpeza, “sapatear” da pata posterior e locomogao provavelmente estariam
relacionados com a liberacdo de neurotransmissores como dopamina,
serotonina ou acetilcolina. Deste modo, a sugestdo de que as toxinas
estudadas tenham agdo semelhante as toxinas do veneno do Tityus serrulatus
€ valida visto que ha um provavel envolvimento de neurotransmissores neste

evento.
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Em relacdo a mioclonia, segunda alteragdo comportamental mais
frequente, sabe-se que é um dos movimentos involuntarios mais comuns
associado ao processo epiléptico e caracteriza-se por um subito e rapido surto
de contragdes musculares (Caviness e Brown, 2004) que envolvem
extremidades, face, tronco, ndo associada a perda de consciéncia (Shibasaki,
1998).

De acordo com a classificagao etiologica proposta por Marsden (1982), a
mioclonia verificada no presente estudo corresponde a “mioclonia epiléptica”,
alteracdo que acompanha a epilepsia podendo ocorrer como um componente
da convulsdo, uma unica manifestacdo convulsiva ou um dos muitos tipos de
eventos observados dentro de uma sindrome epiléptica. A natureza especifica
do circuito neuronal anormal responsavel por tal alteragdo permanece
desconhecida (Caviness, 2007; Molteni et al., 2008), porém evidéncias a partir
de modelos animais e humanos sugerem que possa haver multiplos sitios no
sistema nervoso central contribuindo para seu desenvolvimento e que ha
diversas vias para sua produgdo a partir de pontos de visédo fisiolégicos
(Caviness, 2007).

Devido ao entendimento comum de que toxinas escorpidnicas liberem
neurotransmissores e que 0 excesso destes possa causar danos neuronais no
hipocampo (Hilton et al., 2006), os achados na literatura referentes a mioclonia
corroboram com os dados encontrados. A morte neuronal provocada pelas
toxinas poderia estar direta ou indiretamente relacionada a alteragao
comportamental de mioclonia ja que a neurodegeneracgéo seria uma das causas
desta manifestacdo comportamental.

O excesso de movimentos mastigatérios verificados indica um
comportamento estereotipado oral que consiste de um movimento repetitivo
sem funcao aparente que pode aparecer em animais em situagdes de excitagao
(Odberg, 1978). Esta alteragdo pode ser eliciada em ratos por apomorfina

(Ellenbroek e Cools, 2002; Martins et al., 2008) e se restringe ao envolvimento
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do sistema dopaminérgico (Ellenbroek e Cools, 2002). Desta forma, pode-se
sugerir um efeito das toxinas sobre este sistema.

Bocejos, apesar de nao terem correlagdo com a convulsdo, foram
alteracdes observadas em todos os grupos de animais. E um evento fisiolégico
comum que ocorre concomitantemente com o aumento da atividade
eletroencefalografica cortical (Bertolini e Gessa, 1981). E, provavelmente, as
estruturas neurais responsaveis pelo bocejo localizam-se proximas ao tronco
encefalico (Daquin et al.,, 2001) ou dentro dos centros vasomotores e
respiratorios, especialmente aqueles que controlam as mimicas faciais,
mastigacao, garganta e respiragcao e possivelmente o alongamento (Argiolas e
Melis 1998).

O bocejo pode ocorrer como consequéncia de uma variedade de
interagdes entre neurotransmissores e neuropeptideos no cérebro (Argiolas e
Melis, 1998; Daquin et al., 2001), incluindo dopamina, aminoacidos excitatorios,
acetilcolina, serotonina, O6xido nitrico, peptideos relacionados ao hormoénio
adrenocorticotroéfico e oxitocina e € inibido por peptideos opidideos. No entanto,
€ essencialmente afetado por dopamina (Daquin et al., 2001), substancia que
pode ativar a producdo de ocitocina (Daquin et al., 2001) pelos neurbnios
oxitocinérgicos que se projetam do nucleo paraventricular do hipotalamo para
areas extra-hipotaldamicas do cérebro como, por exemplo, o hipocampo
(Argiolas e Melis, 1998). A ocitocina, entao, ativa a transmissao colinérgica no
hipocampo fazendo com que a acetilcolina induza o bocejo. Entretanto, essa é
apenas uma suposigao, ja que o hipocampo parece ser a regido cerebral onde
agonistas de receptores colinérgicos agem induzindo o bocejo (Daquin et al.,
2001).

Outra proposta, surgida recentemente, € a de que o bocejo seja um
mecanismo termorregulatorio (Gallup e Gallup Jr., 2008). A temperatura do
cérebro humano é determinada por variaveis que incluem a temperatura do
sangue arterial que vai ao cérebro, indice de fluxo sanguineo e indice de

producao metabdlica de calor (Caputa, 1981) e ha mecanismos quimicos e
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termorregulatérios que operam para manter a temperatura 6tima do cérebro
(Falk, 1990). Devido a isto, Gallup e Gallup Jr (2007) propdem que o bocejo
funcione como um mecanismo de refrigeracdo do cérebro que visa manter
niveis 6timos de eficiéncia mental.

Além dos propdsitos fisioldgicos, bocejos anormais podem ser
observados em pacientes epilépticos (Daquin et al., 2001; Yankovsky et al.,
2006). O sentimento ou ato de bocejar pode ser parte de convulsdes
epilépticas. Ha relatos de que, na epilepsia parcial, o bocejo seja a aura da
convulsao epiléptica (Askenasy, 1989) e tem sido observado durante espasmos
infantis (Donnat e Wright, 2000).

As alteracbes comportamentais observadas no presente estudo tém
em comum o envolvimento do sistema dopaminérgico, o que nos leva supor
que a dopamina seja um importante neurotransmissor envolvido na promogao
destes eventos. Para a comprovacédo desta hipdtese, poderia ser realizada a
dosagem de dopamina por cromatografia liquida de alta eficiéncia apds a
administragao das toxinas estudadas.

Um comparativo entre o presente estudo e o anterior realizado no
mesmo Laboratério (Lourenco et al.,, 2002) revelou que os resultados sao
concordantes. A fracdo P4 nao eliciou qualquer alteragcdo comportamental e,
dentre todas as testadas, a Tb 3-IV foi toxina que provocou menos alteragoes.
As fracdes P5 e P6 produziram manifestacbes comportamentais relacionadas a
convulsao tais como WDS, mioclonias e completa imobilidade estando de
acordo com os achados atuais em que as toxinas purificadas destas fracdes
apresentaram as alteragdes mais evidentes.

Em relacdo as alteragdes eletrograficas, todas as toxinas estudadas
provocaram alteragdes nestes parametros, embora nem todas tenham sido
quantificadas. Daquelas que tiveram seus resultados tabulados, as toxinas Tb
4-V e Tb 24-V apresentaram menor tempo de laténcia para o aparecimento de
alteracdes eletrograficas e/ou comportamentais. Quanto a frequéncia de

espiculas isoladas, todos os grupos quantificados, com exce¢édo do grupo que
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recebeu Tb 27-V, tiveram aumento significante neste parametro. Outros dados
que merecem atencdo sdo as descargas eletrograficas. Verificamos que,
apesar de apresentar aumento significante apenas no numero e tempo de
descargas leves, a toxina Tb 4-V eliciou o aparecimento de descargas
moderadas e intensas com maior numero de eventos e maior tempo de duracao
das descargas que as demais toxinas.

Os resultados eletrograficos obtidos neste estudo corroboram com
diversos achados da literatura que mostram que a administragcdo do veneno ou
de toxinas escorpidnicas altera o tragado da atividade eletrografica. Carvalho et
al. (1998) verificaram que a TS-8F, neuropeptideo posteriormente identificado
como sendo a TsTX, induziu espiculas isoladas que progrediram para
descargas epilépticas intensas. Algumas fragdes do veneno do escorpido Tityus
bahiensis também promoveram alteragdes eletrograficas tais como descargas
moderadas e intensas (Lourengo et al., 2002). Além desta similaridade, as
alteragdes de tragado geralmente coincidiram com a imobilidade do animal, o
que também foi encontrado nos trabalhos de Nencioni et al. (2003) e de
Lourenco et al. (2002).

Alteracbes eletrograficas foram mais evidentes apds a injecdo da toxina
Tb 4-V comprovando seu maior potencial epileptogénico. Em 2002, Lourencgo et
al. verificaram que a fragdo a qual esta toxina pertence (P5), quando injetada
intrahipocampalmente, induzia alteragdes eletrograficas como descargas
intensas e moderadas, o que concorda com nossos achados evidenciando que
as toxinas desta fracdo sdo mais potentes que as demais testadas.

As toxinas estudadas no presente trabalho apresentaram convulséo
eletrografica. Convulsdo pode ser definida como um evento anormal onde
descargas excessivas (Fonseca et al., 2005) estao sincronizadas por toda parte
e localizadas ou distribuidas por popula¢des de neurdnios no cérebro (Lothman
et al., 1991). E caracterizada por uma descarga repentina, excessiva e

temporaria de alguns neurdnios cerebrais levando a liberagdo de
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neurotransmissores (Fisher, 1989), podendo haver ou nao manifestacédo
comportamental simultanea.

Diversos mecanismos tém sido implicados na origem das convulsdes
incluindo diminui¢gdo na poténcia da inibicdo GABAérgica, somagao de sinapses
excitatérias e ativagao de canais sensiveis a voltagem (Lothman et al., 1991) e
estes levam ao disparo de uma populacédo limitada de neurdnios. A relagao
entre excitacao e inibicdo é importante, pois a atividade epiléptica parece ser
proveniente de alteragdes no balanco entre elas (Vornov, 1991) e qualquer
disturbio que favoreca a excitacdo pode levar a uma atividade neuronal
excessiva e sincronizada semelhante as descargas epileptiformes humanas
(Gerfin-Moser et al., 1995). Provavelmente, os mecanismos envolvidos neste
desbalanco sdo os mecanismos inibitorio GABAérgico e o excitatorio
glutamatérgico (Bradford, 1995).

Varias toxinas do veneno do Tityus serrulatus, e de outras espécies
como o Tityus bahiensis (Possani et al., 1999), agem nos canais de sédio e
potassio induzindo a liberagdo de ACh (Gomez e Farrell, 1985), glutamato e
aspartato (Coutinho-Neto et al., 1980), além de outros neurotransmissores, nos
sistemas nervosos central e periférico. Ha muitos indicios de que alteragbes na
funcdo colinérgica eliciem atividade epileptiforme (Segal, 1991). Estudos
bioquimicos com pilocarpina, um agonista muscarinico, mostraram indug¢ao de
atividade epiléptica similar a epilepsia do lobo temporal em humanos (Turski et
al., 1983; Freitas et al., 2003; Smith e Shibley, 2002; Zimmerman et al., 2008).
Agonistas de receptores de glutamato causam descargas epileptiformes e
danos neuronais no hipocampo (Hilton et al., 2006). Estes efeitos podem
explicar as alteragdes eletroencefalograficas irritativas e epileptogénicas apds o
envenenamento escorpidnico, pois a hiperativacdo dos canais de sdédio pode
representar um mecanismo celular intrinseco explicando a epileptogénese
(Farghly e Ali, 1999).

Quanto as analises histoldgicas realizadas nos cortes hipocampais dos

animais injetados com as toxinas isoladas do veneno do Tityus bahiensis,
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verificamos que o numero de células neuronais diminuiu nas regides CA4 ipsi e
contralaterais. As toxinas Tb 3-IV, Tb 1-V, Tb 24-V e Tb 28-V provocaram
diminuicdo neuronal em CA4 ipsi e contralateral a injecdo. As demais toxinas
nao promoveram alteragao nas regides analisadas.

Sabe-se que as convulsdes epilépticas prolongadas associam-se a
morte neuronal por excitotoxicidade (Griffiths et al., 1984) em estruturas
limbicas (Fujikawa et al., 2000), principalmente na amigdala e formagao
hipocampal (Carpenter, 1978). A vulnerabilidade de cada regido do cérebro ao
aumento de excitacdo depende do tipo de receptor e canal ibnico existentes nos
neurénios que a formam.

No hipocampo, o processo de morte celular esta relacionado a entrada
excessiva de célcio nas células mediada por aminoacidos excitatérios (Olney,
1985; Tanaka et al., 1996). Como citado anteriormente, € de grande
conhecimento que a participagdo das neurotoxinas escorpidnicas na liberagao
de neurotransmissores deve-se a sua ligacdo aos canais ibnicos,
principalmente canais de sodio. Estas toxinas mantém a despolarizagéo
fazendo com que os canais de sodio permanegcam abertos por mais tempo
aumentando, entado, a liberagdo dos neurotransmissores (Bicalho et al., 2002).
Esta excessiva liberacdo de neurotransmissores, tais como o glutamato,
contribui para o aumento de influxo de calcio dentro do neurdénio pds-sinaptico
promovendo o processo de morte neuronal por excitotoxicidade (Fujikawa,
2005). Baseados neste conhecimento acerca das toxinas, supomos que a lesao
neuronal verificada seja decorrente do aumento da liberacdo de
neurotransmissores excitatérios, o que também provocaria os efeitos
comportamentais e eletrograficos observados.

As lesbes neuronais foram encontradas somente na regido CAA4.
Células piramidais de CA3 e CA4 emitem axdnios que fazem sinapses em CA1
(Guedes et al., 2006). No entanto, na literatura, ndo sdo encontrados estudos

que provem que o inverso também ¢é verdadeiro, desta forma podemos sugerir
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a existéncia de uma via de estimulagdo direta ou indireta entre a regiao de
administracao das toxinas, CA1, e a regiao CA4.

Uma hipétese surgida recentemente para a indugdo de morte neuronal a
longa distancia € a existéncia de vias de comunicagdo bidirecionais entre
neurdnios e células da glia (Canas et al., 2004). Estas células sao capazes de
se comunicar umas com as outras de duas maneiras. Uma é através de canais
transmembrana que permitem a passagem de ions e pequenas moléculas entre
as células emparelhadas e a outra envolve sinais quimicos (gradiente idnico,
neurotransmissores, fatores troficos e citocinas) que trafegam bidirecionalmente
entre estas células (Carmignoto, 2000; Perea e Araque, 2002; Tsacopoulos,
2002).

A participacdo de células gliais na geragdo de epilepsia é citada por
Kumaria et al. (2008). Dentre estas células, os astrécitos desempenham um
papel critico no desenvolvimento e fisiologia do SNC estando envolvido em
aspectos-chave da fungdo neuronal tais como suporte trofico, sobrevivéncia
neuronal e diferenciagao, orientagdo neuronal, crescimento nervoso e eficacia
sinaptica. Além disso, contribuem para a homeostase cerebral regulando a
concentracao de ions e substancias neuroativas local (Perea e Araque, 2002).
Os astrocitos sao considerados células nao-excitaveis, uma vez que nao
mostram excitabilidade elétrica, porém sao capazes de desenvolver uma forma
de excitabilidade baseada nas variacdes de Ca" intracelular (Cornell-Bell et al.,
1990; Charles et al., 1991)

Neurdnios do cortex cerebral, hipotalamo, medula e outras partes do
SNC liberam ATP como co-transmissor que serve de sinal dependente de
atividade, evocando uma resposta nos astrocitos. Estas células podem reforcar
a sinapse liberando glutamato para o neurénio adjacente ou ATP para demais
astrocitos (Kumaria et al., 2008). A liberagdo de ATP astrocitico promove uma
onda de calcio que € propagada para os demais astrocitos através da sua

ligacdo em receptores P2. Apds a onda de calcio ter sido propagada a
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distancia, astrocitos liberam glutamato a neurdnios distantes e sincronizam seus
disparos (Kumaria et al., 2008).

As ondas de calcio parecem ser o mecanismo de sinalizagdo glial a
longa distancia no SNC, pois tem sido observado que o percurso € de mais de
500um a uma velocidade de 14um/s em cultura (Schipke et al., 2002). Esta
onda é facilitada pelas juncdes permeaveis aos ions Ca®* (Hassinger et al.,
1996; Guthrie et al., 1999 ).

A hipétese do envolvimento de ATP nas lesdes provocadas pelas
toxinas do Tityus bahiensis ndo pode ser descartada, visto que houve
diminuicao neuronal apenas em CA4. No entanto, concluir tal fato apenas com
estudos comportamentais, eletrograficos e histologicos é impossivel. Estudos
com o co-transmissor ATP poderiam ser uteis para a confirmacdo desta
hipbtese.

Vale notar que a toxina injetada no lado ipsilateral ndo é capaz de
chegar ao lado contralateral e provocar lesdo, porém pode ser que as
associagdes entre os neurbnios de ambos os lados tenham gerado a leséo
neuronal observada.

Witter e Amaral (2004) e Swanson et al. (1978) afirmam que as duas
formagdes hipocampais s&o interconectadas através de extensas projegcdes
comissurais. Funcionalmente, os dois lados sdo precisamente sincronizados,
em particular, quando os animais estdo ativamente explorando seu ambiente
(Kocsis et al., 1994). Contudo, o sincronismo dos dois hipocampos nao tem sido
investigado em modelos de animais de epilepsia do lobo temporal. Estudos
deste tipo sdo de extrema importancia, pois a atividade eletroencefalografica
patoldgica relacionada a convulsao no foco pode fortemente influenciar o outro
lado através de conexdes comissurais (Jefferys e Williams, 1987). Em
particular, tem sido mostrado que no cérebro imaturo, atividades paroxismais
unilaterais crénicas propagam contralateralmente dentro de estruturas cerebrais

saudaveis e induzem um foco epiléptico espelhado (Khalilov et al., 2003).
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Dentre todas as toxinas isoladas do veneno do escorpidao Tityus
bahiensis estudadas, a Tb 4-V foi a que mostrou agdo mais proeminente e por
isso foi estudada mais a fundo, por técnica de microdialise e microscopia
confocal por mobilizagdo de calcio. Esta toxina mostrou indu¢do de convulsao
eletrografica caracterizada por espiculas isoladas e agrupadas e descargas
leves, moderadas e intensas e alteragdes comportamentais relacionadas ao
processo convulsivo. Apesar da intensa atividade epileptiforme, ndo foi
verificado um grande potencial lesivo por parte desta toxina, apenas uma
tendéncia a diminuicdo do numero de células nas regides CA1 e CA4 ipsi e
contralaterais a injecdo. A auséncia de significancia deve-se ao fato de que
alguns animais apresentaram uma extensa lesdo neuronal enquanto que os
demais, pouca ou nenhuma.

A acgao das toxinas do veneno do Tityus bahiensis parece seguir um tipo
de efeito “tudo ou nada”. Ja se tentou correlacionar este efeito com a condi¢cao
fisica do acidentado, distribuicdo de veneno, liberagcdo de toxinas e acido no
SNC (De Rezende et al., 1996; Mesquita et al., 2003; Andrade et al., 2007), pois
efeitos similares sdo observados clinicamente, onde alguns pacientes
apresentam dor e alguns efeitos leves e outros um grande numero de efeitos
graves (Dorce e Sandoval, 1992; Ismail, 1995). Recentemente, o sistema imune
tem sido implicado como o provedor de mudangas fisiopatoldgicas induzidas
por venenos escorpidnicos.

Varios trabalhos tém demonstrado que o veneno escorpidnico e suas
toxinas aumentam os niveis de IL-1a, IL-1B, IL-6, INF-y, e TNFo em pacientes
com envenenamento moderado ou severo (Magalhaes et al., 1999; D’'Suze et
al., 2003; Fukuhara et al., 2003; Petricevich, 2004). Além disso, estas citocinas
estao implicadas na severidade das manifestacdes clinicas do envenenamento.
A despolarizagdo causada pela ligagdo das toxinas com os receptores
desencadeia uma cascata de eventos que ao final se manifesta pela sintese e
secregao dos mediadores inflamatérios, que por sua vez causam uma

variedade de manifestagcbes secundarias que podem levar a morte das vitimas
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de acidentes escorpidnicos ou de animais injetados com as toxinas (Petricevich
et al., 2007). E importante notar que citocinas sdo apontadas como tendo a
capacidade de afetar profundamente a convulsdo em roedores, em particular a
IL-1B tem uma agéo pro convulsivante em uma grande variedade de modelos
de convulsdo (Vezzani et al., 2008). Desta maneira, é possivel que a liberagao
de citocinas causada pelas toxinas do veneno escorpiénico contribuam para as
alteragdes eletrograficas observadas em nossos experimentos.

E de grande conhecimento que as toxinas escorpidnicas ajam por
ligacdo em canais de sddio e potassio, principalmente. Essa ligagao permite o
aumento da liberacdo de neurotransmissores sendo que, para toxinas do
veneno do Tityus serrulatus, o glutamato € o principal neurotransmissor liberado
e responsavel pelo efeito (Massensini et al., 1998; Nencioni et al., 2003). Ha
poucos estudos a respeito do mecanismo de acdo das toxinas do Tityus
bahiensis (Trequatrinni et al., 1995; Becerril et al., 1996) e as toxinas usadas
neste estudo ainda ndo possuem mecanismo elucidado. Como os resultados
obtidos foram semelhantes aos das toxinas do veneno do escorpiao Tityus
serrulatus acreditamos que o mecanismo de agdo das toxinas do Tityus
bahiensis seja semelhante.

Diversos sistemas de neurotransmissores estdo envolvidos nos
processos convulsivos e para conhecer quais se correlacionam a agao da Tb 4-
V foram realizadas coletas de amostras intracerebrais de neurotransmissores
por meio da técnida de microdialise, metodologia que permite o monitoramento
temporal do efeito da toxina com o animal vivo e acordado. Esta técnica tem
sido extensamente usada para estudar as alteracbes nas concentracdes
extracelulares de neurotransmissores relacionados a convulsdo no cérebro de
pacientes humanos epilépticos e animais experimentais (Meurs et al., 2008).

A ACh, 5-HT e catecolaminas como dopamina, noradrenalina e
adrenalina estdo associadas com a regulacéo da atividade epiléptica no cérebro
(Segal, 1991). A noradrenalina (Jimenez-Rivera e Waterhouse, 1991) e ACh

(Segal, 1991) sdo importantes para gerar e manter as descargas. A dopamina
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parece modular a excitabilidade hipocampal por agdes contrarias dos
receptores D1 e D2 (Barone et al., 1991). Em relagdo a serotonina, alguns
achados relatam um aumento nas concentracbes extracelulares deste
neurotransmissor (Ziz et al., 1992; Cavalheiro et al., 1994) e outros néo
encontram alteragdes (Kokaia et al., 1989), porém é fato que a serotonina esta
implicada na fisiopatologia das convulsdes (Starr, 1996; Bagdy et al., 2007).
Contudo, s&o os sistemas inibitoério GABAérgico e excitatorio glutamatérgico os
de maior importancia na convulsdo, pois um desarranjo no balango entre eles
favorecendo a excitagdo pode levar a uma atividade neuronal excessiva e
sincronizada, caracteristicas das descargas epileptiformes humanas (Gerfin-
Moser et al., 1995). No presente estudo foram dosados os niveis de glutamato,
principal neurotranmissor excitatério do SNC (Leeson e Iversen, 1994; Cecchini
et al., 2006), de GABA, principal neurotransmissor inibitério do SNC (Vornov,
1991; Cecchini et al.,, 2006) e de glicina que, além de atuar como
neurotransmissor inibitdrio na medula espinhal, possui papel excitatério ao agir
como co-agonista de receptores glutamatérgicos tipo NMDA (Leeson e lversen,
1994).

O complexo receptor NMDA ¢é controlado por varios sitios regulatérios
(Zaleski et al., 2004) e os sitios de ligagado do glutamato e glicina neste receptor
sdo diferentes, porém alostericamente acoplados. A glicina é um co-agonista
obrigatério do receptor NMDA, pois, apesar da glicina por si s6 ndo ser capaz
de ativar o receptor, sem ela ndo ha ativacao (Bressan e Pilowsky, 2003). Como
a glicina é importante para a resposta do receptor, uma diminuicdo em seus
niveis seria esperada para que houvesse um mecanismo regulatério na
tentativa de diminuir a atividade convulsiva. Porém, ndo foi verificada essa
diminuicao, alteracdo esperada para que finalizasse o processo convulsivo da
toxina.

O GABA também nao sofreu alteragcbes apds a administracdo da toxina.
Assim como o déficit esperado da glicina, um aumento nas concentragdes de

GABA também era esperado para cessar a atividade convulsiva. Este é o
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principal neurotransmissor inibitério do SNC e quando ha menor inibicdo, a
excitacao prevalece levando a atividade neuronal excessiva. O aumento na
liberacdo de GABA seria um mecanismo compensatério no foco epiléptico que
limitaria o desenvolvimento de subsequentes atividades convulsivas (Jiang e
Zhang, 1999; Treiman, 2001). Provavelmente um aumento nos niveis cerebrais
de GABA poderia ter sido encontrado mais tardiamente a fim de conter a
convulsao e retornar a atividade neuronal normal.

Em relagado aos niveis glutamatérgicos, verificamos um sutil aumento ndo
significante apds a administragao da toxina. De fato, isto pode ser devido, mais
uma vez, ao efeito “tudo ou nada” onde alguns animais apresentaram aumento
consideravel nos niveis de glutamato enquanto que outros n&o tiveram aumento
aparente, como mostra a analise individual dos resultados. Sabemos que as
toxinas escorpidnicas, de modo geral, promovem aumento na liberagdo de
neurotransmissores, principalmente glutamato (Coutinho-Neto et al., 1980;
Sampaio et al., 1997; Nencioni et al., 2003). Este aumento relaciona-se com o
inicio da atividade eletrografica elipeptiforme no hipocampo e cértex entorrinal
(Medina-Cejal et al., 2000) podendo piorar ou prolongar a atividade convulsiva
pré-existente e, ainda, resultar em excitotoxicidade (Meldrum, 1994). Nencioni
et al. (2003) mostraram que a TsTX, quando injetada inrahipocampalmente,
também eleva os niveis de glutamato e afirmam, ainda, que seus resultados
concordam com a hipétese de que o aumento da liberacdo de aminoacidos
excitatorios deve-se a agao em canais de sodio. Estes mesmos elevados niveis
de glutamato levam a um aumento exagerado de calcio, o que ocasiona a morte
celular (Choi, 1995).

Com bases nestes conhecimentos, a toxina Tb 4-V também foi
submetida a microscopia confocal para verificar a mobilizagcdo de calcio
citoplasmatico promovida. Os dados obtidos revelaram que a toxina teve
potente efeito mobilizador de calcio chegando até a 110% de mobilizagcédo a
partir dos valores iniciais e mesmo nos ultimos tempos o0 aumento decaiu para

60 a 90%. Estes resultados mostram que a acédo da toxina se deve a este
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efeito, porém o0 mesmo nao se repete em todas as fatias hipocampais. Algumas
amostras nao apresentaram efeito mobilizador, variando apenas entre 0,5 e 6%.
A presengca de mobilizagdo e ndo mobilizacdo de calcio encontrada na
microscopia confocal concorda com os resultados obtidos com a Tb 4-V nos
experimentos anteriores.

O valor basal do calcio intracelular, geralmente em torno de 100nm, é
aproximadamente 10000 vezes menor do que a concentracdo do calcio
extracelular, que é cerca de 1mM (Miyashiro e Hauache, 2002). Durante a
convulsao, quando ha excessiva liberagao de glutamato, ha condugao de calcio
para o interior das células apos ativagao de receptores glutamatérgicos NMDA
e AMPA localizados na membrana celular. A disfungcdo na homeostase de
célcio citoplasmatico ativa diversas vias de geragéo de radicais livres (Valencia
et al., 2006), altera lipidios de membrana, produz falha nos sistemas de
segundos mensageiros e proteinas quinases, eventos estes que tém efeito
toxico para o neurdnio culminando em sua morte (Meldrum e Garthwaite, 1990;
Kumlien, 1994; Choi, 1995; Pelletier et al., 1999).

Alguns estudos tém demonstrado que uma toxina isolada do veneno do
escorpiao Tityus serrulatus, a TsTx, promove liberacdo de glutamato de
sinaptossomas corticais (Fletcher et al., 1996; Massensini et al., 1998) ou em
microdialise no hipocampo (Nencioni et al., 2003) estando o calcio envolvido
nessa liberagdo. Com a Tb 4-V é de se pensar uma acao semelhante a TsTX,
onde ha ligacdo aos canais de sodio prolongando a despolarizagao e
promovendo liberagdo de neurotransmissores, porém um outro mecanismo
pode estar envolvido, visto que o mesmo efeito ndo é observado em todos os
animais.

As neurotoxinas escorpidnicas sao uteis para o entendimento da
neurotransmissdo e as toxinas do veneno do Tityus bahiensis mostraram ser
otimas ferramentas tanto para esta finalidade quanto para o estudo da
circuitaria  neuronal envolvida nos processos epileptogénicos do

envenenamento. O desenvolvimento de drogas também €& promissor, pois,
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sabendo que toxinas escorpibnicas atuam com grande afinidade e seletividade
em canais ionico, estas poderiam ser melhor estudadas para o tratamento de
desordens neuroldgicas, em particular, aquelas que envolvem o hipocampo. E
importante a realizacdo de estudos referentes ao efeito “tudo ou nada” bastante
observado com toxinas escorpibnicas e que, neste estudo, também esteve
presente. A existéncia de subtipos especificos de canais em certas regides
hipocampais ou até mesmo uma maior afinidade das toxinas por estes subtipos
pode influenciar no efeito. O presente trabalho respondeu a questdes impostas

incialmente e também forneceu novas diretrizes para futuros estudos.
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6. Conclusao

As toxinas isoladas do veneno do escorpido Tityus bahiensis provocam
alteragdes comportamentais e eletrograficas e lesao neuronal na regiao

CAA4 ipsi e contralateral quando injetadas no hipocampo de ratos;

Embora sem apresentar convulsdo ténico e/ou clénica, as alteracdes

comportamentais observadas relacionam-se com o processo convulsivo;

As toxinas Tb 3-IV, Tb 4-V Tb 5-V e Tb 14-VI parecem seguir o efeito

“tudo ou nada” em relagao a lesao neuronal;

A acao da toxina Tb 4-V, de modo geral, parece ser devido ao aumento
na liberagao de glutamato. A acao lesiva desta decorreria do aumento da
mobilizacdo de calcio promovido pelo excesso de liberacdo destes

aminoacidos.

O efeito “tudo ou nada” da Tb 4-V foi observado tanto nas analises
comportamentais, eletrograficas, e de lesdo neuronal quanto na dosagem

de aminoacidos neurotransmissores e mobilizacdo de calcio citoplasmico;

As toxinas estudadas podem ser importantes ferramentas para o estudo
dos canais ibnicos e, principalmente, para o entendimento da circuitaria

neuronal.
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