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“A mente que se abre a uma nova idéia,
Jamais volta ao seu tamanho original.”
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RESUMO

Participacdo de fatores de crescimento e citocinas nas alteragdes
observadas na prole de ratas tratadas com o veneno do escorpiao
Tityus bahiensis no periodo gestacional

No Brasil, o escorpionismo é um problema de saude publica. O escorpido T.
serrulatus é considerado o mais perigoso, mas um grande numero de
acidentes também acontece com o T. bahiensis. O objetivo do estudo foi
verificar possiveis efeitos do veneno do escorpido T. bahiensis no
desempenho reprodutivo materno e nos niveis de citocinas e fatores de
crescimento em embrides de maes tratadas durante a gestacdo. Para os
parametros reprodutivos foram utilizadas fémeas prenhes injetadas com uma
dose de 2,5mg/Kg (s.c.) do veneno no 5° (GD5) ou no 10° (GD10) dia
gestacional. O grupo controle foi injetado com salina a 1,46% (1ml/Kg) em
ambos os dias. No 21° dia gestacional, os filhotes foram retirados por
laparotomia e divididos em dois grupos que receberam tratamento especifico
para a analise visceral e esquelética. Para avaliacdo dos niveis de citocinas
e de fatores de crescimento, as fémeas prenhes foram injetadas com salina
(Iml/Kg), LPS (100ug/kg) ou veneno (2,5mg/Kg) no 10° (GD10) ou 16°
(GD16) dia gestacional. Os filhotes foram removidos por laparotomia 6, 12
ou 24 horas apos o tratamento materno. As amostras foram maceradas em
um homogenizador de tecido e centrifugadas. Os niveis de citocinas e
fatores de crescimento foram determinados por ensaios imunoenzimaticos.
Nos parametros reprodutivos ndo houve alteracées no peso materno durante
a gestacao, no numero de corpos lateos, namero de filhotes, peso do Utero e
dos filhotes. Houve diminuicdo no niumero de implantacdes e reabsorcdes no
grupo GD5. Houve aumento no peso das placentas em GD5 e GD10. No
desenvolvimento dos filhotes foram observadas aumento no peso do
coracao e pulmdo em GD5 e GD10 e no peso do figado em GD10. Né&o
foram observadas anomalias e malformacdes internas ou externas nos
filhotes de ambos os grupos experimentais. Em GD10 néo foram observadas
alteracdes nos niveis de citocinas 6 horas apos a aplicacdo do veneno, mas
verificou-se diminuicdo do nivel de INF-y 24 horas depois. Em GD16 houve
aumento do nivel de IL-1a 6 horas depois da injecdo do veneno e diminuicao
dos niveis de TNF-a, IL-10 e INF-y 24 horas depois. Em 12 horas ndo houve
alteracdes nos niveis de citocinas. O método utilizado néo foi capaz de
detectar os niveis de fatores de crescimento. Portanto, um envenenamento
moderado pelo veneno do escorpido T. bahiensis é capaz de causar
alteracbes sutis nos parametros reprodutivos maternos e no
desenvolvimento fetal e causar algumas alteracfes nos niveis de citocinas
de embriGes 6 e 24 horas ap0s a aplicacdo do veneno.

Palavras chaves: venenos de escorpido/toxicidade, prenhez, citocinas,
fatores de crescimento, prole de ratos, Tityus bahiensis.



ABSTRACT

Participation of growth factors and citokynes in alterations observed in
offspring of rats treated with Tityus bahiensis scorpion venom during
the pregnancy

In Brazil scorpionism is a public health problem. The scorpion T. serrulatus is
considered the most dangerous, but a large number of accidents also occur
with T. bahiensis. The objective of this work was to verify the possible effects
of the T. bahiensis scorpion venom on the maternal reproductive parameters
and on the cytokines levels and growth factors in embryos after the treatment
of pregnancy females. To the reproductive parameters it was used pregnant
females injected with a dose of 2.5mg/Kg (s.c.) of the venom. The
experimental groups were injected with venom on the 5" (GD5) or on the 10"
(GD10) gestational day. The control group was injected with NaCl 1.46% on
both days. On the 21% gestational day, the pups were taken out by
laparotomy and were divided into two groups that received specific
treatments for skeletal or visceral analyses. To evaluate the cytokines levels,
pregnant females were injected with saline (1ml/kg), LPS (100ug/kg) or crude
venom (2.5mg/kg) on the 10™ (GD10) or 16" (GD16) gestational day. The
pups were removed by laparotomy 6, 12 or 24 hours after the mother’s
treatment. The samples (embryo/placenta) were macerated by a tissue
homogenizer and centrifuged. The cytokine levels were determined by
enzyme immunoassays. In the reproductive parameters no changes were
observed in the maternal weight during the gestational period, corpora lutea,
number of pups, uterus weight and pups weight. There was a decrease on
the number of implantation and resorption in GD5 There was alteration on
the placenta’s weight in GD5 and GD10. In pups development there were
observed alterations in the heart and lung weight on GD5 and GD10 and on
the liver weight on GD10. There were not observed external or internal
anomalies and malformations in the offspring of both experimental groups.
The cytokines levels were not alterated after 6 hours in GD10. In GD16 there
was an increase in the IL-1a levels. After 24 hours it was observed a
decrease in INF-y levels in GD10. In GD16 it was observed decrease in the
levels of TNF-a, IL-10 and INF-y. After 12 hours, were not observed
alterations in the cytokines levels in GD16. The levels of growth factors were
not altered in any of the analized groups. The moderate envenomation by T.
bahiensis scorpion venom is able to cause subtle changes on the maternal
reproductive development and on the fetal development and causes some
alterations in cytokines levels after 6 and 24 hours in embryos analyzed.

Key-words: scorpion venom/toxicity, pregnancy, citokynes, growth factors,
rat’s offspring, Tityus bahiensis.



BDNF
CTGF
EGF
FGF
GH
IFN-y
IGF
IGFBP
IL-1
IL-10
IL-12
IL-13
IL-4
IL-5
IL-6
LIF
LIF
LPS
NFKB
NGF
TGF-B
TNF

Lista de Abreviaturas

Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro
Fator de Crescimento do Tecido Conjuntivo
Fatores de Crescimento Epidérmicos
Fatores de Crescimento de Fibroblastos
Hormonio de Crescimento
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1. INTRODUCAO

O escorpionismo é considerado um sério problema de saude publica
no Brasil (Machado et al.,, 2000). Os acidentes escorpidnicos sao
importantes em virtude da grande frequéncia com que ocorrem e de sua
potencial gravidade principalmente entre os mais jovens e 0s idosos
(Sandoval e Dorce, 1993). As espécies de escorpido mais importantes
existentes no Brasil s&o Tityus serrulatus, Tityus bahiensis, Tityus stigmurus
e Tityus obscurus (Fan et al., 1996; Torres et al., 2002, Candido, 2008;
Ministério da Saude, 2009) sendo o T. serrulatus considerado o mais
peconhento da América do Sul devido a alta toxicidade do seu veneno
(Lucas e Silva Junior, 1992).

Dados de 2004 do Ministério da Saude indicavam ocorréncia anual de
mais de 28.000 casos de acidentes com escorpifes (Fan e Santalucia,
2005), correspondendo a aproximadamente 34% dos acidentes por animais
peconhentos no Brasil. Em 2006, segundo o Ministério da Saude, essa
ocorréncia passou a ser de 36.000 casos notificados (Ministério da Saude,
2009) correspondendo a 38,8% dos acidentes por animais peconhentos.
Esse indice é maior que os acidentes ofidicos que é de 29,3% e por aranhas
que é de 19,2% (SINAN, 2008). Pelas estatisticas mais recentes, segundo o
Sistema de Informacédo de Agravos de Notificagcdes, o SINAN, os acidentes
com escorpifes passaram de 51.000 casos (SINAN, 2011). O maior nimero
de notificacbes provém das regides Nordeste e Sudeste do pais, sendo os
Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Alagoas e Pernambuco
responsaveis por grande parte dos acidentes escorpidnicos (Ministério da
Saude, 2009).

Os escorpides pertencem a classe Arachnida e ordem dos Scorpiones
(Lourenco, 2001). A familia Buthidae € a mais significante, jA que possui
espécies com veneno altamente toxico ativo sobre o homem, podendo ser

fatal em alguns casos. O género Tityus, pertencente a esta familia, possui



cerca de 60 espécies sendo a T. bahiensis e a T. serrulatus as duas
principais responséaveis pelos acidentes com humanos no Brasil.

O T. serrulatus (figura 1), também conhecido como escorpido
amarelo, reproduz-se por partenogénese e € 0 que provoca 0 maior nimero
de acidentes e de maior gravidade (Candido, 2008; Ministério da Saude,
2009) com registro de ébitos, principalmente em criancas. Sua distribuicdo
demografica, antes restrita a Minas Gerais, devido a sua boa adaptacédo a
ambientes urbanos e sua rapida e grande proliferacdo, hoje esta ampliada
para Bahia, Ceard, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Pernambuco, Sergipe, Piaui, Rio Grande do
Norte, Goias, Distrito Federal e, mais recentemente, alguns registros foram
relatados para Santa Catarina (Ministério da Saude, 2009).

Tityus serrulatus

Figura 1: Tityus serrulatus

O T. bahiensis (figura 2) possui o corpo marrom-avermelhado com
manchas pretas nas patas e mede cerca de 6 a 7 centimetros. Possui
espécimes machos e fémeas (Perty, 1834; Lourenco, 2001). E o escorpi&o
gue mais causa acidentes no Estado de S&o Paulo, sendo também
encontrado em Minas Gerais, Goias, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina, e Rio Grande do
Sul (Candido, 2008; Ministério da Saude, 2009).

%

Figura 2: Tityus bahiensis



A maioria dos escorpides tem habitos noturnos e se alimentam de
baratas, pequenas aranhas, grilos e outros insetos (Candido, 2008;
Ministério da Saude, 2009). Podem viver sem comida por varios meses, mas
ndo sédo tolerantes a falta de agua (Bucherl, 1971).

O homem propicia ambientes favoraveis ao aparecimento do
escorpido. O lixo e entulho gerados pela acdo antrépica possibilitam o
aparecimento de insetos e aranhas, constituintes principais da dieta
escorpidnica (Lucas e Meier, 1995). Com todos estes fatores a seu favor,
nota-se grande explosdo demogréafica da espécie (Soares et al., 2002). Com
o desenvolvimento de habitos domiciliares é cada vez mais frequente a
presenca de escorpides em areas urbanas. Dados do Ministério da Saude
relatam 56% dos acidentes com escorpido em areas urbanas e 34% em
areas rurais (Fan e Santalucia, 2005).

O veneno dos escorpides é produzido por um par de glandulas dentro
da base do aparelho inoculador. Através de uma contracdo violenta dos
musculos ao redor das glandulas, o veneno é ejetado no interior de um duto
comum e é conduzido para o meio externo por uma abertura subterminal da
farpa do ferrdo (Lucas e Meier, 1995).

A extracdo do veneno para a pesquisa cientifica e para a producao do
soro é feita por estimulacéo elétrica do telson e a quantidade média obtida,
por escorpido, € de 0,33 mg de veneno bruto para o escorpido T. bahiensis e
de 0,43 mg para o escorpido T. serrulatus (Lucas e Meier, 1995; Candido,
2008).

Os acidentes escorpidbnicos podem ser classificados em leve,
moderado ou intenso, de acordo com a severidade das manifestacfes
clinicas (FUNASA, 2001). Varios fatores influenciam na gravidade dos
acidentes, dentre eles, o local da picada, espécie e tamanho do escorpiéo,
guantidade de veneno inoculado, massa corpérea da vitima, estacdo do ano
em que ocorreu o acidente, idade e sensibilidade da vitima ao veneno do
animal (Magalhdes, 1946; Amaral et al., 1993,1994; Bouaziz et al., 1996;
Fernandez-Bouzas et al., 2000, Osnaya-Romero et al., 2001; Mesquita et al.,
2003).



A dor é um sintoma sempre presente no envenenamento e a
intensidade com que ela se manifesta depende da quantidade de veneno
inoculado no tecido e ndo somente da sensibilidade de cada individuo. A dor
pode ser muito leve, quase imperceptivel nos casos benignos, até muito
intensa e quase insuportavel nos casos mais severos. Os pacientes,
principalmente as criancas, apresentam-se em geral muito agitados. E
possivel o aparecimento de tremores generalizados e, com 0 agravamento
do quadro, os doentes podem passar de agitacdo psicomotora a profundo
torpor. Pode ocorrer hipertensado seguida de hipotensao arterial e arritmias
cardiacas variadas. Nos casos mais severos, insuficiéncia cardiaca e edema
agudo de pulméao fazem parte do quadro clinico. Nas fases mais tardias e
graves pode-se estabelecer bradicardia. Os sintomas respiratorios séo
agravados pela presenca de grande quantidade de secrecbes como também
pela presenca de constrigdo traqueo-bronquica. Outros sintomas descritos
no envenenamento escorpidnico sao alteracdo da visao, tonturas, cefaléias,
nistagmo, dificuldades de marcha, delirios e alteracdes no olfato (Hering et
al., 1987; Freire-Maia e Campos, 1989; Freire-Maia, 1995; Troncon et al.,
2000; Teixeira et al., 2001; Torres et al., 2002; Alves et al., 2005).

No envenenamento severo por T. bahiensis e T. serrulatus as
pessoas apresentam alteracdes do ritmo cardiaco e respiratério, podendo
progredir para faléncia cardiaca, edema pulmonar e choque, isso
acompanhado de abundantes e frequentes vomitos e diarréia, salivacéo
excessiva, hipertensdo arterial, agitacdo alternada com prostracdo e tremor
(Brasil, 1993) e por vezes convulsdo (Freire-Maia e Campos, 1989).

O T. bahiensis, assim como outros membros desse género, inoculam
apenas uma pequena quantidade de veneno a cada picada e por isso a
maioria dos acidentes envolvendo humanos adultos ndo é letal. Os
acidentes por escorpido da nossa fauna sédo importantes em virtude da
grande frequéncia com que ocorrem e de sua potencial gravidade
principalmente em criancas (Goyffon et al., 1982; Lourenco et al., 1996;
Ghalim et al., 2000).



Quando ocorre o acidente, o tratamento realizado visa neutralizar o
mais rapido possivel a toxina circulante, combater os sintomas do
envenenamento e dar suporte as condic¢des vitais dos pacientes.

Todas as vitimas de picada por escorpido, mesmo que o quadro
clinico seja considerado leve, devem ficar em observacao hospitalar nas
primeiras 4 a 6 horas, principalmente as criangas. Nos casos moderados, é
recomendavel a observacdo por no minimo 24 horas e, nos casos mais
sérios, com instabilidade do sistema cardiorrespiratério, € indicado o
monitoramento continuo do paciente (Brasil, 1993; Brasil, 2001). Nos casos
sintomaticos a dor local pode ser combatida com anestésico sem
vasoconstritores, como a lidocaina ou a bupivacaina, injetados no local da
picada ou sob a forma de bloqueio nervoso; também pode ser utilizado
analgésico por via oral ou parenteral, dependendo da intensidade da dor. O
combate a dor como medida Unica adotada é geralmente suficiente para
todos os casos leves e para a maioria dos casos moderados em adultos
(Cupo et al., 2003).

O soro antiescorpidnico, ou antiaracnidico, é indicado em todos os
casos graves. Nos moderados geralmente é utilizado apenas em criancas
abaixo dos 7 anos, por constituirem o grupo de risco. E indicado, antes da
soroterapia, combater a dor utilizando-se anestésico local e mantendo o
paciente sob observacdo continua. A dose recomendada em um acidente
moderado é de 4 ampolas de soro e nos acidentes graves sao utilizadas 8
ampolas, por via intravenosa, sem diluicdo, durante 15 a 30 minutos. A dose
€ a mesma para adultos e criancas (Cupo et al., 2003).

Os sintomas séo devidos a acdo do veneno nos centros autonémicos,
onde ha liberacdo de mediadores como adrenalina, noradrenalina,
acetilcolina, cininas e prostaglandinas (Chaudry et al., 1989). Além dos
efeitos periféricos, existem evidéncias que 0S venenos possam ter acdo
sobre o sistema nervoso central (Sandoval e Dorce, 1992; Carvalho et al.,
1998, Nencioni et al., 2000, Lourenco et al., 2002; Nencioni et al., 2009).

Lourenco et al. (2002) mostraram que o veneno do escorpido T.

bahiensis possui um potencial convulsivante maior que o veneno do



escorpido T. serrulatus. Fragbes purificadas deste veneno, quando injetadas
por via endovenosa, tém atividade convulsivante agindo direta ou
indiretamente no sistema nervoso central e outras causam lesdes neuronais
(Lourenco et al., 2002).

As peconhas dos escorpibes sdo direcionadas primeiramente a
obtencado de seus alimentos, entretanto nota-se uma grande quantidade de
toxinas anti-mamiferos adquiridas provavelmente em processos evolutivos
para sua defesa contra possiveis predadores como gambéas e outros (Ji et
al., 1994).

Os venenos dos escorpides sdo compostos por uma mistura de
proteinas basicas, peptideos e outros componentes menores como sais,
acucares, inibidores de proteases, mucopolissacarideos, pequenas
guantidades de hialuronidase e de fosfolipase, moléculas de baixo peso
molecular como serotonina e histaminas e neurotoxinas (revisado por
Cologna et al., 2009).

Cada veneno de escorpido pode conter varias neurotoxinas. Estas
sdo moléculas de polipeptidios basicos com peso molecular por volta de
7000 Da, constituidas por cadeias Unicas ligadas por pontes dissulfidicas
(revisado por Cologna et al., 2009). As peconhas dos escorpides contém
dois principais tipos de neurotoxinas que atuam em canais de sodio,
chamadas de alfa e beta, além de toxinas que agem nos canais de potassio,
cloreto e calcio (Carbone et al., 1982; Rochat et al., 1984; Miller et al., 1985;
Kirsch et al., 1989; De Bin et al., 1993; Valdivia e Possani, 1998). Ao se ligar
nos canais existentes nas membranas axonais, determinam uma liberacao
anormal de neurotransmissores e consequente desequilibrio na
concentragao de outros ions (revisado por Dorce e Sandoval, 1992).

A inoculacdo do veneno escorpidnico produz uma injuria no tecido
gue induz a uma resposta inflamatoria sistémica com a consequente
liberacdo de citocinas (D’Suze et al., 2003). A liberacdo de citocinas é mais
acentuada em casos de envenenamento severo do que nos mais brandos

(Meki e Mohey-Eldean, 1998), sugerindo que é necessaria certa



concentragdo de veneno para induzir a resposta inflamatéria (D’Suze et al.,
2003).

As citocinas sdo peptideos ou glicoproteinas produzidas por todas as
células do corpo e tém efeitos reguladores sobre muitos tipos de células.
Sua producdo € desencadeada quando as células sao ativadas por
diferentes estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou estresse. Atuam
na comunicacdo entre as células, promovendo a inducdo ou regulacdo da
resposta imune.

De acordo com as suas acdes ou propriedades, as citocinas podem
ser classificadas em pro ou anti-inflamatdrias. As proinflamatorias, tais como
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF),
sdo as principais responsaveis em iniciar uma defesa eficaz contra
patogenos exdgenos. No entanto, a superproducéo destes mediadores pode
ser prejudicial e levar ao choque, a faléncia multipla dos 6rgdos e a morte
(Pinsky et al., 1993; Marty et al., 1994). Ao contrario, as anti-inflamatorias,
gue incluem a interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL-6)
e interleucina-10 (IL-10), sdo cruciais para a regulacdo do processo
inflamatdério e pela manutencdo da homeostase para o funcionamento
adequado dos 6rgéaos vitais, mas uma resposta excessiva pode resultar na
supressdo da funcédo imune do corpo (Howard et al., 1993; Bone, 1996). A
IL-6 tem efeitos pré e anti-inflamatorio (Barton, 1997; Gay et al., 2006).

O equilibrio entre as atividades pro e anti-inflamatéria determina o
grau e extensdo da inflamacéo, e, portanto, podem levar a efeitos clinicos
diferentes (Petricevich, 2006; Sanjabi et al.,, 2009). As citocinas anti-
inflamatdrias neutralizam os efeitos das proinflamatérias e, portanto, a
concentracgao relativa de uma citocina para o seu inibidor ou antagonista ira
determinar o seu efeito final (Petricevich, 2010).

A producdo de citocinas pelo sistema imune contribui
significativamente para a salde e para a doenca. A salde exige que a
producédo de citocinas seja equilibrada e baixos niveis sdo necessarios para
manter a homeostase. A superproducdo de algumas citocinas aumenta a

severidade de algumas doencas de leve para letal (Petricevich, 2010).



A fisiopatologia do envenenamento escorpidnico é complexa,
envolvendo uma sequéncia de eventos, mas h& poucas duvidas de que a
inoculacdo do veneno geralmente progride para uma resposta inflamatoria
sistémica nos casos mais severos. Nos seres humanos envenenados ou em
animais experimentais expostos ao veneno bruto e/ou a toxinas purificadas
de diferentes escorpibes a resposta inflamatoria sistémica € um dos
principais eventos desta sequéncia. A interacdo dos componentes do
veneno com as células e as proteinas do soro inicia uma série de reacdes
gue, geralmente, podem levar a lesao e morte celular (Petricevich, 2010).

Venenos de escorpides podem estimular o eixo neuroenddcrino e
sistema imunoldgico pela sua capacidade de liberar catecolaminas,
corticosterodides, bradicinina e prostaglandinas. Todos esses agentes séo
mediadores imunologicos e induzem a liberacdo de citocinas (Petricevich,
2010).

A citocina proinflamatoria IL-1 foi encontrada no soro de humanos e
camundongos injetados com o veneno e/ou com as toxinas do escorpiao T.
serrulatus. Niveis elevados desta citocina foram observados em macréfagos
de camundongos expostos ao veneno do T. serrulatus e suas principais
toxinas (Petricevich et al., 2007; Petricevich et al., 2008). Altos niveis de IL-1
foram encontrados no plasma de pacientes que tiveram um envenenamento
moderado ou severo pelo escorpido T. serrulatus (Fukurhara et al., 2003).
Niveis elevados de IL-1a e IL-1B foram observados em soros de
camundongos expostos ao veneno do escorpido mexicano Centruroides
noxius (Petricevich, 2006).

No soro de pacientes envenenados pelo escorpido T. serrulatus e em
animais experimentais expostos ao veneno dos escorpides Androctonus
australis hector, Centruroides noxius e T. serrulatus foram observados niveis
alterados de IL-10 (Petricevich, 2010). Altos niveis de interferon-y (IFN-y)
também foram observados em envenenamentos causados em animais
experimentais e em humanos por diferentes venenos de escorpido como

Centruroides noxius e T. serrulatus (Petricevich e Pefia, 2002; Fukuhara et



al., 2003; Petricevich, 2006). Até o momento ndo ha relato de liberacdo de
fatores de crescimento (ou neurotrofinas) pela acédo do veneno.

Casos de envenenamento escorpionico tém grande possibilidade de
ocorrer com mulheres na fase fértil e gestacional pelo fato dos escorpides
terem habitos peridomiciliares. E nesse ambiente que geralmente elas
passam grande parte do tempo.

Ao tratar da prole de méaes injetadas com veneno de escorpidao deve
se pensar na toxicidade do desenvolvimento pré e pds-natal e também em
todas suas possiveis acbBes periféricas e centrais como em suas
consequéncias para o feto e para o filhote. Para um desenvolvimento normal
do feto ap6s a fecundacdo, é preciso que haja duas condi¢cBes: heranca
genética e meio ambiente intrauterino adequado. Nos mamiferos o
desenvolvimento ocorre em quatro fases: implantacdo, organogénese,
desenvolvimento fetal e neonatal (Manson e Kang, 1989).

A fase de implantacdo comeca na fecundacdo do 6évulo e vai até o
implante do blastocisto no utero materno. Nesta fase um agente toxico pode
provocar embrioletalidade, sendo bastante rara a ocorréncia de
teratogénese. A organogénese comeca com a proliferacdo celular indo até a
formacdo de oOrgdos rudimentares. Nesta, agentes podem levar a
teratogénese ou a embrioletalidade e ocorre também a maioria das
anomalias esqueléticas e viscerais. No desenvolvimento fetal e neonatal os
orgdos comecam a apresentar crescimento tecidual e maturacdo. As
anomalias neste periodo sdo mais sutis do que as que ocorrem no periodo
de organogénese (Manson e Kang, 1989). Estas anomalias sutis, as vezes,
ndo sdo detectadas no desenvolvimento do animal por observagdo macro ou
microscopica. Neste caso, é preciso fazer estudos comportamentais,
bioquimicos e de biologia molecular apds o nascimento (Nasello, 1997).

Em ratos o implante do blastocisto no Utero acontece até o quinto dia
da gestacao, a fase de organogénese vai do sexto até o décimo sexto dia, e
deste dia até o vigésimo primeiro acontece a fase fetal (Manson e Kang,

1989). Contudo, mesmo tendo estes periodos pré-determinados, sabe-se
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gue cada 6rgdo tem um periodo critico especifico onde ocorre a formacao de
estruturas tipicas e seu crescimento.

Qualquer influéncia que o concepto possa sofrer da organogénese até
a amamentacdo pode causar desde anomalias sutis até teratogénese
(Bernardi, 1999). Para um bom desenvolvimento de um ser vivo é
fundamental ter uma complexa coordenacdo de divisdes, migracbes e
interacOes celulares, regulacdo génica e diferenciacdo. Qualquer substancia
gque possa interferir nestes processos pode causar malformacdes no
embrido. Com isso, a preocupacdo e investigacdo de agentes exdgenos
capazes de causar mortes ou anomalias comportamentais e estruturais no
neonato, tém aumentando.

Estudos mostram que o estresse embrionario modula a expressao de
um grande nuamero de citocinas, entre elas o TNF-a, o fator de crescimento
transformante beta (TGF-B) e a IL-1, que operam no meio intrauterino € no
embrido (Torchinsky e Toder, 2004). Independente de sua natureza, 0S
estresses embrionarios perturbam primeiro o processo apoptético levando a
um aumento da taxa de mortalidade de populacdes de células alvo. Ao
mesmo tempo, o0 embrido tem uma surpreendente habilidade para
compensar a morte celular excessiva. Com isso, esse estresse pode resultar
ou ndo em perda gestacional ou mau desenvolvimento fetal (Torchinsky e
Toder, 2004).

Algumas citocinas como as da familia TNF tém papel importante no
desenvolvimento do embrido (Pfeffer, 2003). Citocinas proinflamatorias e
alguns fatores de crescimento sédo capazes de ativar fatores de transcricdo
como o fator nuclear kappa B (NFKB). O NFKB é um fator que regula
diversos processos como apoptose, proliferacdo e diferenciacdo celular
(Chen e Greene, 2004).

Na gestacdo, o sistema imunoldogico tem um papel importante que
assegura um desenvolvimento normal da gestacdo e também promove o
desenvolvimento de complicacbes (Kwak-Kim et al., 2005). O sucesso da
gestacdo esta relacionado com o equilibrio entre as citocinas produzidas

pelas células tipo “T-helper1” (Th1), derivadas das células T, como o INF-y,



11

IL-12, TNF-a, IL-1B e IL-6 (Raghupathy, 2001; Denney et al., 2011) e as
citocinas produzidas pelas células tipo “T-helper 2" (Th2), derivadas da
célula T, como a IL-4, IL-5 e IL-13, que estdo envolvidas no crescimento e
desenvolvimento fetal (Agarwal, 2000). Também estdo envolvidas em outros
aspectos da gravidez, como o implante do 6vulo, amadurecimento cervical, e
ativagdo uterina (Keelan et al., 2007). As citocinas TNF-a, IL-13 e IL-6 s&o
fundamentais nas primeiras fases da gestacéo e participam da implantacéo
do blastocisto, mas podem contribuir para perdas prematuras até o terceiro
més de gestacao (Moreli et al., 2012).

Hormonios e citocinas controlam um ou mais aspectos do processo
de implantacdo do blastocisto no Utero. As células do endométrio materno
sdo reguladas diretamente por hormonios ovarianos e indiretamente por
fatores de crescimento e citocinas. A implantacdo do blastocisto gera uma
reacao inflamatdria no endométrio e certas citocinas como IL-1, IL-11, TNF,
fator inibitério de leucemia (LIF) e o fator de crescimento de proteina tipo
insulina (IGFBP) sao consideradas como significantes moduladores do
fendmeno imune intrauterino (Makrigiannakis et al., 2006).

As citocinas da classe IL-1 estédo intimamente envolvidos tanto na pre-
implantacédo e na implantacdo do 6vulo, como também no desenvolvimento
do embrido (Krussel et al., 2003). O RNA mensageiro (mRNA) da IL-1B foi
detectado no endométrio humano a partir do 23° dia de gestacdo (Kauma et
al., 1990) e todos os componentes da familia da IL-1 tém sido identificados
na pré-implantacdo dos embrides humanos (de los Santos et al, 1996).
Imagina-se que a IL-1 pode permitir uma comunicacao entre o endométrio e
o blastocisto na pré-implantacdo (Krussel et al., 2003) aumentando a
receptividade do endométrio, enquanto que o blastocisto ainda estd em rota
para o Utero (Simon et al., 1997; Domingues et al., 2005).

A IL-10 é importante no comeco da gestacdo por estar envolvida em
varios aspectos importantes desse periodo, o que inclui a formacéo
placentaria. A IL-10 tem um papel protetor na unidade placentaria-fetal, por
inibir a secrecao de citocinas inflamatérias como a IL-6, TNF-a e a INF-y

(Agarwal et al.,, 2000). A IL-10 também atua na manutencdo e nho
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desenvolvimento da gestacdo. Durante esse periodo sua acao
imunossupressora tem um papel importante na regulacdo e equilibrio de
citocinas pro e anti-inflamatérias, o que leva a um desenvolvimento
adequado da gestacdo e no crescimento e modelamento placentario, que
também sdo importantes para um resultado favoravel na gestacédo (Moreli et
al., 2012). Os mecanismos placentarios também estdo envolvidos na
regulacao da resposta imunoldgica na gestacao (Wegmann et al., 1993).

O nivel de TNF-a aumenta com o desenvolvimento da gestagéo e a
fonte primaria de producdo dessas citocina parece ser a placenta (Moller,
2000). O TNF-a regula um numero de células funcionais, incluindo células
que fazem parte da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (Patial e
Parameswaran, 2010).

As citocinas também tém um papel fundamental no desenvolvimento
dos neurdnios, incluindo a proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e
crescimento axo-dendritico e regulacdo das sinapses neuronais (Gilmore et
al., 2003). Citocinas inflamatorias, produzidas pelo sistema imune materno
ou fetal, tem um papel importante no mecanismo de infeccdo materna,
especialmente ao causar danos na substancia branca cerebral do feto
(Dammann e Leviton, 1998; Gomes et al., 1998). A infeccdo materna pode
alterar o desenvolvimento de neurdnios de um jeito que aumenta o risco de
desordens no neurodesenvolvimento do feto (Gilmore et al., 2003).

O periodo de desenvolvimento do cérebro que € vulneravel e mais
sensivel aos estimulantes externos, incluindo substéncias quimicas, é
conhecido como o surto de crescimento do cérebro. Alguns eventos que
ocorrem durante este periodo incluem a proliferacdo das células da glia e a
diferenciacdo neuronal com o desenvolvimento de axénios e dendritos além
da sinaptogénese (Dobbing, 1974). Estes acontecimentos, em ratos,
ocorrem geralmente durante o periodo pds-natal aproximadamente entre o
4° e 0 10° dia de vida. Esse periodo é equivalente, em seres humanos, ao
terceiro trimestre da gestacéo (Bayer et al., 1993;. Dobbing e Sands, 1979).

Os fatores de crescimento, como as neurotrofinas, tém suas acodes

envolvidas com processos de crescimento, reparo e diferenciacdo celular
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(Gerton e Cueto, 2001). Tém um papel crucial na manutencéo adequada do
processo de diferenciacdo e de sobrevivéncia neuronal no desenvolvimento
do sistema nervoso central (Chao, 1992). As neurotrofinas sdo uma familia
de moléculas usualmente expressas no sistema nervoso (Rehn e Rees,
2005) e tém um papel fundamental no desenvolvimento deste, na regulagéo,
diferenciacdo e sobrevivéncia neuronal assim como no desenvolvimento das
sinapses e na sua manutencdo (Lewin e Barde, 1996; Thoenen, 2000;
Tucker, 2002; Gilmore et al., 2003) agindo no desenvolvimento e
plasticidade cerebral (Lewin e Barde, 1996; Thoenen, 2000; Tucker, 2002;
Aksu et al., 2012). Podem exercer funcdes significantes na unidade
placentaria/fetal.

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) é abundante no
cérebro e nos nervos periféericos e normalmente contribui para o
desenvolvimento normal, crescimento e sobrevivéncia dos neurdnios
(Henningan et al., 2007). O fator de crescimento neuronal (NGF) é tido como
mediador do crescimento celular e de diferenciacdo de células-alvo,
incluindo neurdnios e células ndo neuronais, e tem efeitos sobre a
neurogénese e a morfogénese durante o periodo embrionario do rato (Katz
et al., 1990; Wheeler e Bothwell, 1992; Miralles et al., 1998).

Estudos indicam que o BDNF materno chega ao cérebro do feto
através da barreira placentaria e pode contribuir para seu desenvolvimento
(Kodomari et al., 2009).

No trato reprodutivo materno, o NGF participa dos mecanismos de
fertilizacdo por ativacdo do cito-esqueleto mediando a locomocédo dos
espermatozoides, favorecendo a implantacdo de 6vulo e inibindo a rejeicao
através do sistema imunitario (Levi-Montalcini, 1987). Como é expresso no
Utero gravidico, o NGF materno pode desempenhar um papel na formacéo
da placenta em camundongos através da transformacédo de células gigantes
em células trofoblasticas (Kanai-Azima et al., 1997).

O fator de crescimento transformante beta (TGF-B) pertence a uma
grande familia com papel importante no crescimento de muitos 6rgaos e

sistemas (Abreu et al., 2002). Suas principais funcdes estdo relacionadas ao
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controle do ciclo celular, diferenciacdo, regulacdo do desenvolvimento,
formac&o de matriz extracelular e angiogénese (Bottner et al., 2000). Outros
membros dessa superfamilia estdo envolvidos no desenvolvimento do
sistema nervoso (Mehler et al., 1998). O sinergismo entre uma isoforma
desse fator com o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) pode ter
como consequéncia efeitos no controle ou descontrole da proliferagcdo e/ou
diferenciacao celular (Abreu et al., 2002).

Outra familia de fatores de crescimento, os fatores de crescimento de
fibroblastos (FGF), é responsavel por mediar varias respostas celulares
durante o periodo de desenvolvimento do embrido. Desempenham um papel
critico na morfogénese pela regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e
migragao celular. Um membro dessa familia, o FGF-2, tem efeitos em varios
tecidos como o cerebral, promovendo diferenciacdo e sobrevivéncia
neuronal; muscular, promovendo a miogénese; 0Osseo, atuando na
condrogénese; epitelial, fazendo reparos teciduais (Bikfalvi et al., 2005).

Os fatores de crescimento epidérmicos (EGF) sao polipeptidios,
primeiramente isolados das glandulas submaxilares de camundongos
adultos, que estimulam a proliferacéo e queratinizacdo de varios tecidos in
vivo e in vitro (Cohen, 1972). Os EGF séo parte de uma complexa rede de
fatores de crescimento que ajudam a modular o crescimento celular
(Goodsell, 2003). Alguns membros da familia dos EGF tém multiplos efeitos
no desenvolvimento embrionério (Gerton e Cueto, 2001) e de filhotes (Smart
et al., 1989).

Ja foi demonstrado que o veneno escorpidnico tem capacidade de
causar anomalias congénitas e reabsorcéo fetal quando inoculado em ratas
prenhes (Ismail, 1983; Cruttenden et al., 2008). Trabalhos realizados em
nosso laborat6rio com veneno de escorpides da nossa fauna tem mostrado
gue estes podem causar alteracdes nos periodos pré e pos-natal de ratos.
Os dados obtidos até agora mostram que tanto doses que causam
envenenamento leve como moderado provocam alteragdes morfolégicas nos

conceptos (Cruttenden et al., 2008) e alteracdes no desenvolvimento fisico e
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comportamental da prole de mées tratadas no periodo gestacional (Baréo et
al., 2008; Dorce et al., 2009; Dorce et al., 2010).

Em vista de termos encontrado alteragdes nos filhotes tanto na fase
pos-natal (Dorce et al., 2009) como na idade adulta (Dorce et al., 2010) nos
propusemos a investigar se a administracdo materna do veneno do
escorpido T. bahiensis poderia causar alteracbes no desempenho
reprodutivo materno e na morfologia da prole.

Uma vez que alteracbes morfologicas e comportamentais podem
estar relacionadas a alteracbes nos fatores de crescimento e citocinas
maternas ou fetais procuramos investigar se a administragdo do veneno
poderia interferir nos niveis de fatores de crescimento como o fator de
crescimento neuronal (NGF) e fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
e de citocinas como a IL-1q, lI-13, IL-6, IL-10, INF-y e TNF-a.

Estudos nesta area sao fundamentais para um melhor entendimento
dos processos de envenenamento e para contribuir para melhores
tratamentos dos casos de escorpionismo uma vez que o problema esta se
tornando cada vez mais sério no pais. Devido a alta toxicidade do veneno e
a crescente exposicao humana a peconha dos escorpides € preocupante o
provavel efeito do veneno durante o periodo gestacional. Com isso, esse
estudo pode contribuir para o esclarecimento e geracdo de informacdes
sobre 0 envenenamento escorpionico em relacao a toxicidade materna e da
prole, guardadas as devidas diferencas entre animais experimentais e seres

humanos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Estudar o desempenho reprodutivo materno e a morfologia da prole
de ratos a partir da administragdo materna de veneno bruto do escorpiao T.
bahiensis e avaliar os niveis de fatores de crescimento e citocinas em
embrides provenientes de maes que receberam o veneno durante o periodo

gestacional.

2.2. Objetivos Especificos

a) Estudar o desempenho reprodutivo materno e a morfologia da
prole de ratos apdés a administracdo materna de 2,5mg/kg do
veneno bruto do escorpido T. bahiensis no 5° ou 10° dias de

gestacao.

b) Avaliar os niveis das citocinas IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10, INF-y e
TNF-a em embrides com 10 ou 16 dias provenientes de maes que

receberam 2,5mg/kg de veneno no 10° ou 16° dia gestacional.

c) Avaliar os niveis de NGF e BDNF em embrides com 10 ou 16 dias
de gestacdo provenientes de maes que receberam 2,5mg/kg de

veneno no 10° ou 16° dia gestacional.
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2.3. Justificativa

Esses dias foram escolhidos pois em estudos anteriores foram
observada alteragcdes comportamentais e do desenvolvimento fisico de
filnotes de mées tratadas nestes dias. O quinto dia de gestacdo
corresponde ao Ultimo dia do periodo de implantacdo do blastocisto no
Utero durante o qual qualquer substancia nociva leva a embrioletalidade.
O décimo dia de gestacdo corresponde ao meio do periodo de
organogénese, que consiste em uma série de processos definidos
sequencialmente e na formacado dos 6rgdos propriamente dita. O décimo
sexto dia corresponde a fase de desenvolvimento neonatal, que consiste
no periodo onde ocorre principalmente a maturacdao e o desenvolvimento

cerebral.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Sujeitos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (machos e fémeas), pesando entre 250
e 300g, para cruzamentos e obtencaos dos embrides e neonatos usados nos
experimentos. Os animais adultos foram acondicionados a 22 + 2°C, com
ciclo de luz claro e escuro de 12 horas, no Biotério do Laboratério de
Farmacologia do Instituto Butantan. Agua e comida foram fornecidas “ad

libitum” durante todo o procedimento experimental.

3.2. Drogas e Reagentes

- Veneno bruto liofilizado do escorpido T. bahiensis, (obtido pelo Laboratério
de Artropodes do Instituto Butantan e fornecido pela Comisséao de veneno);

- Solucdo Salina 1,46% (Cloreto de Sédio NaCl (1,46g) — Dinamica; agua
destilada);

- Eter Etilico P.A. - Synth;

- Acetona P.A. — Synth;

- Liquido de Bouin (Acido Picrico puro P.A. - Dinamica; Formaldeido P.A.
37% - Synth; Acido Acético Glacial P.A. — Synth);

- Solucao de hidréxido de potassio (0,8%) — Sigma — Aldrich;

- Alizarina (Solucéo saturada) (C14Hs) — Synth;

- Solucéo de Alcool Etilico 80% (Alcool Etilico P.A. — Synth; agua destilada);
- Solucéo de Alcool Etilico 90% (Alcool Etilico P.A. — Synth; agua destilada);
- Solucéo Clareadora (2:2:1) (Alcool Etilico P.A. — Synth; Glicerina P.A. —
Synth, Alcool Bezilico P.A. — Synth);

- Solucdo de Formaldeido a 10% (Formaldeido P.A. 37% - Synth, agua
destilada);

- Coquetel de Inibidores de proteases - Sigma — Aldrich;
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- PBS (Cloreto de Sdédio Cristal (8 g) — Dindmica; Cloreto de Potassio P.A. —
Synth, (KCI 0,2 g); Na;HPO,412H,0 (2,89 g) - Merck);

- Lipopolissacarideo (LPS) obtido de Escherichia coli, sorotipo 005: B5;
Sigma — Aldrich.

3.3. Métodos

3.3.1. Cruzamento de animais e diagnostico de prenhez

As ratas foram agrupadas em gaiolas de polietileno (40x50x20cm)
com tampa metélica contendo duas fémeas cada. Um macho foi colocado no
final do dia aproximadamente as 16 horas e retirado pela manha do dia
seguinte.

O lavado vaginal foi realizado aproximadamente as 8 horas da manha
e consistiu na injecao de 60 microlitros de solucao salina, com ajuda de uma
pipeta, no canal vaginal da rata e a retirada do material com esta mesma
pipeta. O liquido foi colocado em lamina de vidro e observado ao
microscopio optico onde se verificou a presenca de espermatozdides e de
células relacionadas a fase estral do ciclo da fémea (caracterizada como
fase estrogénica maxima) para confirmacdo do diagndstico de prenhez (dia
zero de gestacdo). Apos esta confirmacdo as fémeas foram separadas

individualmente. Os machos e as fémeas nao prenhes nao foram utilizados.

3.3.2. Tratamento

A avaliacdo do desempenho reprodutivo materno e da morfologia de
sua prole foi realizada em 3 grupos com 10 fémeas prenhes cada:
a) Grupo Controle: que recebeu injecdo de solucdo salina 1,46% (1,0

ml/Kg s.c.) no 5° e no 10° dia gestacional,
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b) Grupo Experimental (GD5): que recebeu injecdo de veneno (2,5

mg/Kg s.c.) no 5° dia e salina 1,46% no 10° dia gestacional;

c) Grupo experimental (GD10): que recebeu injecéo de salina 1,46% no

5° e veneno (2,5 mg/Kg s.c.) no 10° dia de gestacéao.

Fémeas

Prenhes
]

Controle

Salina - 5° dia

Experimentais

Salina- 5° dia
GD 10

Salina - 10° dia

Veneno - 10° dia
GD 10

Veneno- 5° dia
GD 5

Salina - 10° dia
GD 5

As avaliacdes dos niveis de NGF, BDNF e de citocinas (IL-1qa, IL-1j,

IL-6, IL-10, INF-y e TNF-a) foram realizadas em 6 grupos com 5 fémeas

prenhes cada:

a) Grupo Controle Negativo: que recebeu injecdo de solucdo salina
1,46% (1,0 ml/Kg s.c.) no 10° dia gestacional,

b) Grupo Controle Negativo: que recebeu injecdo de solucdo salina
1,46% (1,0 ml/Kg s.c.) no 16° dia gestacional,

c) Grupo Controle Positivo: que recebeu injecdo de solucédo de LPS (100

Hg/Kg i.p.) no 10° dia gestacional;

d) Grupo Controle Positivo: que recebeu injecdo de solucédo de LPS (100

Hg/Kg i.p.) no 16° dia gestacional;

e) Grupo Experimental (GD10): que recebeu injecdo de veneno (2,5

mg/Kg s.c.) no 10° dia gestacional,
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f) Grupo Experimental (GD16): que recebeu inje¢cdo de veneno (2,5

mg/Kg s.c.) no 16° dia gestacional.

Para a dosagem de fatores de crecimento e citocinas foram utilizados

12 embrides de cada fémea prenhe sendo que para cada dosagem foi

utilizado um mix de 2 filhotes. A avaliacdo desses fatores foi realizada nos

embrides juntamente com suas placentas.

A dose, 2,5 mg/Kg, foi determinada com base na DLs; € em

experimentos anteriores em nosso laboratério e corresponde aquela que

causa um envenenamento moderado, sem levar a morte das maes. Os dias

de injecdo foram os mesmos utilizados em estudos anteriores, também

realizados em nosso laboratério.

Fémeas
Prenhes
Controle LPS Experimental
Salina (100ug/kg) (2,5mg/kg de
1,46% veneno)
(Iml/kg)
Salina Salina LPS LPS Veneno Veneno
; ) 10° dia 16° dia 10° dia 16° dia
10° dia 16° dia N=5 N=5 N=5 N=5
N=5 N=5 B B B B
6 24 6 12 24 6 24 6 12 24
6 24 6 12 24
h h h h h h h h h h h h h h h
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3.3.3. Avaliagdo da toxicidade materna

A avaliacdo da toxicidade materna foi realizada através da avaliacéo
do ganho de peso das maes durante o periodo gestacional.

As fémeas prenhes foram pesadas nos dias 0, 5, 10, 16 e 21 da
gestacéao para evolucao ponderal do peso materno.

Estas mesmas fémeas foram utilizadas para a avaliacdo do

desempenho reprodutivo materno.

3.3.4. Laparotomia e Avaliagdo do Desempenho Reprodutivo Materno

No vigésimo primeiro dia de gestagdo, as ratas foram submetidas a
laparotomia. Para isso, os animais foram sacrificados através de inalagdo de
CO, e imediatamente o0s cornos uterinos foram expostos e os filhotes
retirados junto a suas placentas. Os filhotes foram contados, pesados e
analisados externamente quanto a sua aparéncia geral, sexo e vitalidade. As
placentas foram pesadas e analisadas quanto a sua aparéncia geral.

Foi verificada a presenca ou ndo de reabsor¢cdes e pontos de
implantac&o no utero.

Os corpos luteos presentes em cada ovario foram contados para
avaliacdo da quantidade de évulos eliminados.

As perdas pré e pos-implantacdes foram calculadas, respectivamente,

segundo as férmulas abaixo:

PERDAS PRE-IMPLANTACAO= n° de corpos liteos - n° de implantacdes

n° de corpos lateos

PERDAS POS-IMPLANTACAO= n° de implantacdes - n°de fetos vivos

n° de implantacdes
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3.3.5. Preparacao dos filhotes

ApOs o procedimento descrito anteriormente cada ninhada foi dividida
aleatoriamente em dois grupos distintos para analise de possiveis
malformagcBes esqueléticas (3.3.5.1) ou malformacbes viscerais

macroscopicas (3.3.5.2).

3.3.5.1. Diafanizacdo e Analise Esquelética

Para preparacédo dos filhotes utilizamos um procedimento proposto
por Staples e Schenel (1964). Baseado neste método os corpos dos filhotes
foram mergulhados em acetona e apds 24 horas foram eviscerados. Os rins,
o figado, os pulmdes e o coracao foram pesados. A acetona foi substituida
por uma solucdo de KOH a 0,8% em quantidade suficiente para cobrir os
filhotes e nesta foram adicionadas 4 gotas de solucdo saturada de alizarina.
Esta solucéo foi trocada quatro vezes com intervalo minimo de 24 horas
entre trocas. Em seguida a solucao foi substituida pela solu¢do clareadora
(alcool etilico, glicerina e alcool benzilico P.A.). As andlises foram baseadas
na contagem dos pontos de ossificacdo como proposto por Aliverti et al.,
(1979) o qual determina o grau de desenvolvimento fetal, e no roteiro
proposto por Taylor (1986) para observacédo de parametros como anomalias
e/ou malformacBes nos ossos cranianos (frontal, parietal, interparietal e
occiptal), esterno, vértebras (cervicais, toracicas, lombares, sacrais e
caudais), costelas, bacia, clavicula e extremidades (metacarpos, metatarsos

e falanges).

3.3.5.2. Fixacdo e Analise Visceral

Os corpos dos filhotes foram colocados em solu¢do de Bouin para

fixacdo das estruturas viscerais e descalcificacdo dos 0ssos. ApOs quatro
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dias essa solucdo foi substituida por alcool 80% sendo substituida por
solucdo de alcool 90% apds dois dias. A analise das visceras foi realizada
conforme método proposto por Wilson (1965) que consiste em fixar os
corpos e secciona-los transversalvente com laminas afiadas, em fatias de
aproximadamente 1 mm cada, de maneira que seja possivel a visualizacao
das seguintes estruturas quanto a possiveis malformac¢des e/ou anomalias
viscerais: palato, ouvido interno, medula, cavidade nasal, septo nasal, retina,
cornea, cristalino, hemisfério cerebral, ventriculos (cérebro), glandula salivar,
tiredide, esbéfago, traquéia, timo, coracdo, figado, rins, bexiga, ureter e

gbnadas (figura 3).

Figura 3: Esquema da posicao dos cortes para analise visceral pelo

método proposto por Wilson (1965).

3.3.6. - Preparacdo das amostras para avaliacdo dos niveis de fatores

de crescimento e citocinas

No 10° ou 16° dia de gestacdo, as ratas designadas para estas
analises foram submetidas a laparotomia ap0s serem sacrificadas através de
inalacdo de CO, Os cornos uterinos foram expostos e embrides (10° dia) ou

fetos (16° dia) foram retirados junto com suas placentas.



25

O sangue materno foi coletado por puncdo cardiaca em seringas
plasticas e transferido para tubos plasticos contendo citrato de sodio (3,8%)
como anticoagulante e centrifugado a 4.470 G por 15 minutos em
temperatura ambiente. O plasma obtido foi armazenado a —80°C até os
ensaios.

Os tecidos (fetos ou embrides e placentas) foram colocados em
solucdo inibidora de protease, preparada a partir de uma solugao de tampéao
fosfato com adicdo de coquetel inibidor de proteases Sigma (100 ul de
coquetel para 34 ml de PBS). As amostras foram maceradas por um
homogeneizador de tecidos (Polytron) em 3 pulsos de 10 segundos cada e o
homogenato foi centrifugado a 6.707 G por 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi recolhido, aliquotado e estocado a —80°C até os ensaios.

3.3.6.1 - Teste de ensaio imunoenzimatico (ELISA) para avaliacdo dos niveis
de IL-1q, IL-1B, IL-6, IL-10, INF-y e TNF-a.

Os niveis de citocinas foram determinados pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de acordo com o fabricante dos kits (IBL
International GMBH, Alemanha).

Para a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos foram utilizados o
sobrenadante dos tecidos macerados e o plasma materno.

Cada placa de microtitulacéo, de cada citocinas, foi revestida com as
amostras e com a curva padréao de IL-1q, IL-1pB, IL-6, IL-10, INF-y e TNF-a.
As placas foram lavadas e foi adicionado a cada poco 0 anticorpo
monoclonal para cada citocina (biotina). Ap6s uma incubacdo de 2h a
temperatura ambiente, as placas foram lavadas e adicionou-se a cada poco
a enzima estreptavidina para uma ulterior incubacdo de 1h a temperatura
ambiente. Apés a adicdo da enzima estreptavidina, substrato e solucdo de
parar, a quantidade de cada citocina foi determinada por absorbancia a 450
nm. A curva padrao demonstra uma relacéo direta entre a densidade Optica

(OD) e a concentracao.
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3.3.6.2- Teste de ensaio imunoenzimético (ELISA) para avaliacdo dos niveis
de NGF e BDNF.

Os niveis dos fatores de crescimento, NGF e BDNF, foram
determinados pelo ensaio imunoenzimético (ELISA) de acordo com o
fabricante dos kits (Chemicon International, USA).

Para a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos foram utilizados o
sobrenadante dos tecidos macerados.

As placas de microtitulagdo foram revestidas durante 24h com as
amostras e com a curva padrdao de BNDF ou NGF. As placas foram entéao
lavadas com diluente de amostra por 4 vezes e foi adicionado a cada pogo o
anticorpo monoclonal anti-BNDF ou anticorpo de coelho anti-NGF (biotina) e
incubados durante 3h a temperatura ambiente. Depois da lavagem um
anticorpo conjugado com a enzima estreptavidina foi adicionado a cada poco
e incubados a temperatura ambiente por 1h. Apd6s a adicdo da
estreptavidina, substrato e solucdo de parar, a quantidade de cada
neurotrofina foi determinada por absorbancia a 450 nm. A curva padréo
demonstra uma relacdo direta entre a densidade o6ptica (OD) e a

concentracgao.
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3.4. Delineamento experimental

3.4.1. Experimento 1 — Avaliacdo do desempenho reprodutivo materno e da
incidéncia de malformacdes e anomalias na prole ap6s a injecao de 2,5

mg/Kg do veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis no 5° ou no 10° dia de

prenhez.

Apos a confirmagdo de prenhez conforme procedimento descrito no
item 3.3.1, as fémeas (10 por grupo) foram distribuidas, conforme descrito
no item 3.3.2. Os animais deste experimento receberam injecao
subcuténeas de 2,5 mg/Kg de veneno bruto no 5° ou no 10° dia de gestagao
e 0s animais do grupo controle receberam 1,0 ml/Kg de solugéo salina, por
via subcutanea, nos mesmos dias.

Para determinacéo da existéncia de toxicidade materna foi avaliado o
ganho de peso conforme descrito no item 3.3.3.

As maes foram mantidas individualmente em suas caixas evitando-se,
ao maximo, situacdes estressantes. No vigésimo primeiro dia gestacional foi
realizada a laparotomia conforme item 3.3.4 e a ninhada foi dividida
aleatoriamente: uma parte, aproximadamente 8 filhotes, foi submetida a
analise visceral conforme item 3.3.5.2., outra parte, aproximadamente 8
filhotes, foi submetida a andlise esquelética conforme item 3.3.5.1. Na

medida do possivel, as duas amostras foram proporcionais.

3.4.2. Experimento 2 — Avaliacdo dos niveis de citocinas IL-7a, IL-18, IL-6,
IL-10, INF-y e TNF-a em embribes com 10 dias ou em fetos com 16 dias
cujas maes receberam 2,5 mg/kg de veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis no 10° ou no 16° dia de gestacéo.

Apbs a confirmacdo de prenhez (item 3.3.1), as fémeas (5 por grupo)
foram distribuidas conforme descritos no item 3.3.2. Os animais do grupo
experimental receberam injecdo subcutanea de 2,5 mg/Kg de veneno bruto

no 10° ou no 16° dia de gestacdo. Os animais do grupo controle receberam



28

1,0 ml/Kg de solug&o salina, por via subcutanea, no 10° ou no 16° dia de
gestacdo. Os animais do grupo controle positivo receberam 100 pg/kg de
solucao de LPS, por via intra-peritonial, no 10° ou no 16° dia de gestacéo.

A laparotomia foi realizada 6, 12 ou 24 horas apés a injecdo. Os
embrides e as placentas foram extraidos e as amostras foram preparadas

conforme item 3.3.6. Foi realizado o teste de ELISA conforme item 3.3.6.1.

3.4.3. Experimento 3 — Avaliacdo dos niveis NGF e BDNF em embrifes com
10 dias ou em fetos com 16 dias cujas maes receberam 2,5 mg/Kg de
veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis no 10° ou no 16° dia de

gestacéao.

Apoés a confirmacgéo de prenhez (item 3.3.1), as fémeas (5 por grupo)
foram distribuidas conforme descritos no item 3.3.2. Os animais do grupo
experimental receberam injecdo subcutanea de 2,5 mg/Kg de veneno bruto
no 10° ou no 16° dia de gestacdo. Os animais do grupo controle receberam
1,0 ml/Kg de solucédo salina, por via subcutanea, no 10° ou no 16° dia de
gestacdo. Os animais do grupo controle positivo receberam 100 pg/kg de
solucéo de LPS, por via intra-peritonial no 10° ou no 16° dia de gestacéo.

A laparotomia foi realizada 6, 12 ou 24 horas ap0s a injecdo. Os
embribes e as placentas foram extraidos e as amostras foram preparadas

conforme item 3.3.6. Foi realizado o teste de ELISA conforme item 3.3.6.2.

3.5. Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se primeiramente o teste de
Bartlet. Apds essa analise, para os dados de analise esquelética e visceral,
com distribuicdo ndo paramétrica foi utilizado o teste de Fisher. Para os
demais dados com distribuicdo paramétrica foi utilizado o teste de ANOVA
seguido do teste de Tukey-Kramer. A probabilidade de p<0,05 foi
considerada capaz de mostrar as diferencas significantes entre 0s grupos,

para todas as comparacoes realizadas.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1 - Avaliacdo do desempenho reprodutivo materno e da
incidéncia de malformacdes e anomalias na prole apés a inje¢cdo de 2,5
mg/Kg do veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis no 5° ou no 10° dia de

prenhez.

Na andlise do desempenho reprodutivo os resultados obtidos indicam
gue nao houve diferenca significativa no ganho de peso materno entre
ambos os grupos tratados com o veneno e o grupo controle (figura 4).

Em relacdo aos parametros reprodutivos maternos em fémeas que
receberam o veneno no 5° dia gestacional, houve diminuicdo do niamero de
reabsorcdes e de implantacbes e aumento das perdas pré-implantacéo
(tabela 1). Quanto aos outros parametros ndo foi verificada nenhuma
alteracao (tabela 1). O peso do utero dessas maes também néo foi diferente
do controle (tabela 1).

Nas fémeas que receberam o veneno no 10° dia gestacional néo
foram observadas alteracGes nos parametros reprodutivos (tabela 1). O peso
do utero dessas fémeas também nao foi diferente do controle (tabela 1).

No grupo de fémeas tratadas no 5° dia de gestacao foram obtidos 119
fetos. Neste grupo houve aumento significante do peso dos filhotes e do
peso das placentas (tabela 2; figura 5) em relacdo ao controle. Houve,
também, aumento significante do peso dos pulmdes e coracdo desses
filhotes (figura 5). Os demais 6rgaos nao apresentaram alteracdes (tabela 2;
figura 5). Em relacdo a analise macroscopica, 0s 6rgdos apresentaram
aparéncia normal. Na analise esquelética e visceral, ndo foram observadas
alteracoes (tabela 3).

No grupo de fémeas que receberam o veneno no 10° dia gestacional
foram obtidos 129 filhotes. O peso dos filhotes e das placentas teve um
aumento significante em relacdo ao controle (tabela 2; figura 5). Em relacao

ao peso dos orgaos dos filhotes houve um aumento de figado, pulmdes e
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coracao (tabela 2; figura 5). Os rins ndo sofreram alteracfes (tabela 2; figura
5). Em relacdo a analise macroscoépica, 0s 0rgdos apresentaram aparéncia
normal. Quanto a analise esquelética e visceral, ndo foram observadas

alteracoes (tabela 3).

3 Controle (n=10)

1 GD 5 (n=10) II I

4507 I GD 10 (n=10)

400'_ T
3507
" T Ill L

3007 |
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1007
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0°dia 5°dia 10°dia 16°dia 21°dia

Figura 4: Evolucdo ponderal do peso materno, em gramas, de maes
tratadas com o veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis no 5° ou no 10°
dia gestacional. Os dados se referem a média + desvio padrdo da média. n=
namero de fémeas por ninhada. Teste ANOVA seguido de teste de Tukey

Kramer.
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Tabela 1- Analise dos parametros do desempenho reprodutivo materno apés
injecdo de 2,5 mg/Kg do veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis no 5°

ou 10° dia gestacional.

Parametros Controle GD5 GD 10

(n=10) (n = 10) (n=10)

Reabsorcdes 0.9+0.3 0.1+0.1* 0.2+0.1
Implantacdes 14.2+0.5 11.9+0.7* 13.0+0.5
Corpos Luteos 14.8+0.4 14.7+0.6 14.3+0.4
Filhotes 13.3+0.6 12.9+0.6 12.8+0.6
Filhotes vivos 13.3+0.6 12.9+0.6 12.7+0.6
Peso do utero 99.5+4.3 95.2+6.6 94.8+3.6
Perdas Pré-implantacéao 0.03+0.02 0.14+0.03* 0.09+0.03
Perdas Pds-implantacéo 0.08+0.02 0.12+0.09 0.03+0.01

Os dados se referem a média + desvio padrdo da média. n= numero de
fémeas.
* Significativamente diferente do controle (p< 0,05) - Teste ANOVA seguido

de teste de Tukey Kramer.
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Table 2 — Peso dos filhotes, placentas e dos 6rgdos da prole de maes

tratadas com o veneno do escorpidao Tityus bahiensis (2.5 mg/kg), no 5°
(GD5) e/ou 10° (GD10) dia gestacional.

Peso Controle N GD5 n GD10 N

Peso dos filhotes (g) 5.10+0.07 133 5.70+0.04* 119 5.44+0.04* 129
Peso das placentas (Q) 0.49+0.01 133 0.54+0.01* 119 0.53+0.01* 129
Peso absoluto do figado (g) 0.47+0.01 66 0.49+0.01 60 0.58+0.01* 65
Peso relativo do figado (%) 8.63+x2.06 66 8.78+1.87 60 10.49+1.34* 65
Peso absoluto dos pulmdes (g)** 0.14+0.002 66 0.15+0.02* 60 0.15+0.02* 65
Peso relativo dos pulmdes (%)* 2.63+0.35 66 2.71+0.38 60 2.78+0.34 65
Peso absoluto do coracgéo (g) 0.04+0.001 66 0.06+0.01* 60 0.05+0.01* 65
Peso relativo do coracgéo (%) 0.83+0.16 66 1.06+0.16* 60 0.93+0.14* 65
Peso absoluto dos rins (g)** 0.04+0.001 66 0.03+0.01 60 0.04+0.01 65
Peso relativo dos rins (%)** 0.69+0.02 66 0.67+0.15 60 0.74+0.15 65

Dados se referem a média + desvio padrdo. n = nimero de filhotes

* Significantemente diferente do controle; p<0.05. Teste de ANOVA seguido

do teste de Tukey Kramer

** Os rins e pulmdes foram pesados aos pares
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Figura 5: Pesos dos filhotes e de seus 6rgédos provenientes de maes que
receberam injecdo de 2,5 mg/Kg do veneno bruto do escorpido Tityus
bahiensis em diferentes periodos da gestagéo. Os dados se referem a média
+ desvio padrdo da média. * Significativamente diferente do controle (p<

0,05) - Teste ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer.
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Tabela 3 — Andlise visceral e esquelética dos filhotes de fémeas tratadas

com o veneno do escorpido Tityus bahiensis (2,5 mg/kg) no 5° ou 10° dia

gestacional.
Parametros Controle GD5 GD10
Malformagdes externas
NUmero de fetos afetados 0/133 2/119 0/129
NUmero de ninhadas afetadas 0/10 1/10 0/10
Anomalias externas
NUmero de fetos afetados 0/133 0/119 0/129
NUmero de ninhadas afetadas 0/10 0/10 0/10
Malformagdes esqueléticas
NUmero de fetos afetados 0/66 0/46 0/53
NUmero de ninhadas afetadas 0/10 0/10 0/10
Anomalias esqueléticas
NUmero de fetos afetados 0/66 0/46 0/53
NUmero de ninhadas afetadas 0/10 0/10 0/10
Ossificacéo incompleto dos 0/66 0/46 0/53
0ssos da cabeca
Costelas onduladas 0/66 0/46 0/53
Costelas fundidas 0/66 0/46 0/53
Vértebras compartilhadas 0/66 0/46 0/53
Costelas rudimentares 0/66 0/46 0/53
Malformacg®es viscerais
NUmero de fetos afetados 0/66 2/59 0/65
NUmero de ninhadas afetadas 0/10 1/10 0/10
Anomalias viscerais
NUumero de fetos afetados 1/66 2/59 3/65
NUumero de ninhadas afetadas 1/10 2/10 3/10
Hemorragia cerebral 1/66 3/59 3/65

Teste Fisher.
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4.2. Experimento 2 - Avaliacdo dos niveis de citocinas IL-7a, IL-18, IL-6, IL-
10, INF-y e TNF-a em embribes com 10 dias ou fetos com 16 dias cujas
maes receberam 2,5 mg/Kg de veneno bruto do escorpido Tityus bahiensis

no 10° ou no 16° dia de gestacgéo.

Os niveis das citocinas IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10, INF-y e TNF-a no
plasma de fémeas prenhes ficaram abaixo do nivel de deteccdo do método,
em ambos 0S grupos experimentais.

Na avaliacdo dos niveis de citocinas foi utilizado o conjunto embrido
ou feto junto com sua respectiva placenta para as andlises.

No grupo de maes tratadas no 10° dia gestacional, apés 6 horas da
aplicagdo do veneno, ndo foram observadas alteragdes significantes nos
niveis de nenhuma das citocinas (figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11) em relacdo ao
grupo controle. Apds 6 horas da aplicacédo do LPS observou-se diminuicdo
dos niveis de IL-1a (figura 6), IL-1B (figura 7) e TNF-a (figura 11) no grupo
experimental em relacdo ao grupo de LPS. Apds 24 horas da aplicacdo do
veneno, os niveis de IL-1a (figura 6), IL-1B (figura 7), IL-6 (figura 8), IL-10
(Figura 9) e TNF-a (figura 11), ndo sofreram alteracfes significativas em
relacdo ao grupo controle; entretanto, houve uma diminuicdo do nivel de
INF-y (figura 10). ApOs 24 horas da aplicacdo do LPS, houve aumento do
nivel de IL-1B (figura 7) e diminuicdo do nivel de INF-y (figura 10) em relacéo
ao grupo controle.

No grupo de maes tratadas no 16° dia de gestacdo, apos 6 horas da
aplicacdo materna do veneno, os niveis de, IL-1B (figura 7), IL-6 (figura 8),
IL-10 (figura 9), INF-y (figura 10) e TNF-a (figura 11), ndo sofreram
alteracoes significantes em relacdo ao grupo controle; entretanto houve um
aumento do nivel de IL-1a (Figura 6). Apdés 6 horas da aplicacdo do LPS,
nao foram observadas alteracdes no nivel de nenhuma citocina (figuras 6, 7,
8, 9, 10, 11) em relagcdo ao grupo controle. Entretanto, houve aumento do
nivel de IL-1a (figura 6) e diminuicdo do nivel de IL-6 (figura 8) no grupo

experimental em relacédo ao grupo de LPS.
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Ap6s 12 horas da aplicacdo do veneno, os niveis de, IL-1a (Figura 6),
IL-1B8 (figura 7), IL-6 (figura 8), IL-10 (figura 9), INF-y (figura 10) e TNF-a
(figura 11), ndo sofreram alteracdes significantes em relagdo ao grupo
controle. Ap6s 12 horas da aplicagcdo do LPS, ndo foram observadas
alteracdes no nivel de nenhuma citocina (figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11) em
relacdo ao grupo controle. Nao foram observadas diferencas entre os grupos
tratados com veneno e LPS (figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11).

Apos 24 horas da aplicacdo do veneno, os niveis de IL-1a (figura 6),
IL-1B (figura 7), IL-6 (figura 8), ndo sofreram alteragdes significativas em
relacdo ao grupo controle; entretanto, houve uma diminuicdo do nivel de IL-
10 (figura 9), INF-y (figura 10) e TNF-a (figura 11). Apbés 24 horas da
aplicacdo do LPS, foi observada uma diminuicdo do nivel de IL-10 (figura 9)
e TNF-a (figura 11) em relagdo ao grupo controle. N&o foram observadas
diferencas entre os grupos tratados com veneno e LPS, (figuras 6, 7, 8, 9,
10, 11).
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Figura 6: Nivel de IL-1a (pg/mL) em embrides com 10 ou 16 dias de
gestacdo, 6, 12 ou 24 horas apds as maes receberem salina (1 ml/Kg), LPS
(100 pl/Kg) ou veneno bruto do escorpido T. bahiensis (2,5 mg/Kg) no 10° ou
no 16° dia gestacional. Os dados se referem a média + erro padrdo da
média. * Significativamente diferente do controle (p< 0,05); #
Significativamente diferente do LPS (p< 0,05) - Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer.
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Figura 7: Nivel de IL-1B (pg/mL) em embrides com 10 ou 16 dias de
gestacdo, 6, 12 ou 24 horas apés as maes receberem salina (1ml/Kg), LPS
(100pI/Kg) ou veneno bruto do escorpido T. bahiensis (2,5mg/Kg) no 10° ou
16° dia gestacional. Os dados se referem a média + erro padrdao da média. *
Significativamente diferente do controle (p< 0,05); # Significativamente
diferente do LPS (p< 0,05) - Teste ANOVA seguido de teste de Tukey
Kramer.
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Figura 8: Nivel de IL-6 (pg/mL) em embribes com 10 ou 16 dias de
gestacdo, 6, 12 ou 24 horas apds as maes receberem salina (1 ml/Kg), LPS
(100 pl/Kg) ou veneno bruto do escorpido T. bahiensis (2,5 mg/Kg) no 10° ou
16° dia gestacional. Os dados se referem a média + erro padrdo da média.
#Significativamente diferente do LPS (p< 0,05) - Teste ANOVA seguido de
teste de Tukey Kramer.



40

GD 10

-~ @ - - controle
1200 T — @ LPS
1100 7

3

1000 - \
I .
|

A veneno

900
800 -
700 |
600 - \

500 - N\

400 N
300 - %
200

100

IL-10 (pg/mL)

1000i GD 16 ~ @ controle

900 @ LPS
800 - A veneno

700
600
500 7

IL-10 (pg/mL)

400 - \
300 - NS e
200 - | N {
100 1 Lo

Figura 9: Nivel de IL-10 (pg/mL) em embrides com 10 ou 16 dias de
gestacdo, 6, 12 ou 24 horas apds as maes receberem salina (1 ml/Kg), LPS
(100 pl/Kg) ou veneno bruto do escorpido T. bahiensis (2,5 mg/Kg) no 10° ou
16° dia gestacional. Os dados se referem a média + erro padrdo da média.
*Significativamente diferente do controle (p< 0,05) - Teste ANOVA seguido
de teste de Tukey Kramer.
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Figura 10: Nivel de INF-y (pg/mL) em embrides com 10 ou 16 dias de
gestacéo, 6, 12 ou 24 horas apds as maes receberam salina (1 ml/Kg), LPS
(100 pl/Kg) ou veneno bruto do escorpido T. bahiensis (2,5 mg/Kg) no 10° ou
16° dia gestacional. Os dados se referem a média + erro padrdo da média.
*Significativamente diferente do controle (p< 0,05) - Teste ANOVA seguido

de teste de Tukey Kramer.
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Figura 11: Nivel de TNF-a (pg/mL) em embrides com 10 dias de gestacao,
6, 12 ou 24 horas apés as maes receberam salina (1 ml/Kg), LPS (100 pl/Kg)
ou veneno bruto do escorpidao T. bahiensis (2,5 mg/Kg) no 10° ou 16° dia

gestacional. Os dados se referem a média

erro padrdao da média. *

Significativamente diferente do controle (p< 0,05). #Significativamente
diferente do LPS - Teste ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer.
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4.3. Experimento 3 - Avaliacéo dos niveis NGF e BDNF em embrides com 10
ou com 16 dias cujas maes receberam 2,5 mg/Kg de veneno bruto do

escorpido Tityus bahiensis no 10° ou no 16° dia de gestagéo.

Os niveis de fatores de crescimento, NGF e BDNF, em embrides de
maes tratadas no 10° ou no 16° dia gestacional ficaram abaixo do nivel de
deteccdo do método, em ambos os periodos de andlise e em ambos o0s
grupos experimentais. As figuras abaixo mostram a curva padrédo e a
guantidade em pg/mL que o kit é capaz de detectar. Valores abaixo e acima

dessas concentracg@es ficam fora da andlise.
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Figura 12: Curva padrao da concentracdo de BDNF e NGF em pg/mL
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5. DISCUSSAO

Os escorpides sdo animais perigosos e amplamente distribuidos pelo
mundo.

O escorpionismo € considerado um grave problema de salde publica
ao redor do mundo, inclusive no Brasil (Machado et al., 2000) onde a maioria
dos acidentes acontece com as espécies Tityus serrulatus e T. bahiensis
(Von Eickstedt et al., 1996). Os acidentes que acontecem com criangas e
idosos geralmente tem alta severidade (Sandoval e Dorce, 1993).

Esses animais se adaptam facilmente aos ambientes urbanos onde
encontram seu alimento facilmente. A importancia dos acidentes com os
escorpides esta na frequéncia em que ocorrem e em sua gravidade. Ainda
assim, sao raros os estudos a respeito do veneno de escorpides em
gestantes ou em fémeas prenhes.

Alguns estudos com o escorpido Androctonus amoreuxi indicam
anomalias congénitas e reabsorcédo fetal quando o veneno € inoculado em
doses repetidas em ratas prenhes (Ismail et al., 1983). Outros estudos com
escorpibes como o Buthus minax e o0 Leiurus quinquestriatus mostram a
capacidade que o veneno tem de induzir o aborto em mulheres gravidas
(Osman et al., 1972; Ismail et al., 1973, 1974).

No entanto, em uma extensa revisao da literatura entre os anos de
1966 e 2002, Langley (2004) descreveu que ndo houve relatos de
consequéncias adversas em mae ou fetos em acidentes ocorridos durante a
gravidez em humanos. Ben Nasr et al. (2007) observaram que doze
pacientes gravidas envenenadas por escorpido desenvolveram intensa dor
pélvica e sangramento vaginal, mas ndo ocorreu morte materna ou fetal,
nem foi observado nascimento prematuro.

No Brasil, estudos realizados em nosso laboratorio demonstraram que
o veneno do escorpido Tityus serrulatus, em doses que levam a um
envenenamento leve em ratas prenhes, administrado em diferentes fases da
gestacdo, causa alteraces nos conceptos, no desempenho reprodutivo

materno (Cruttenden et al.,, 2008) e na prole (Bardo et al.,, 2008). J4 o
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veneno do T. bahiensis, em doses que levam a um envenenamento materno
moderado, administrado no 10° e no 16° dias da gestacao, causa alteragoes
no desenvolvimento fisico e no comportamental dos filhotes (Dorce et al.,
2009) e na idade adulta desta prole (Dorce et al., 2010).

Em vista disso, € importante haver estudos nesta area, ja que existem
poucos dados na literatura sobre a exposicdo pré-natal ao veneno do
escorpido causando danos pés-natais. Com isso, poderiamos ter dados
cientificos para auxiliar na conduta médica, em casos clinicos com gestantes
gue sofressem algum acidente escorpionico.

A rata prenhe é um importante modelo animal em testes de
toxicologia reprodutiva. No entanto, estudos de desenvolvimento placentario
e parametros sanguineos maternos sao escassos, 0 que reflete ainda mais a
importancia de informacdes, visto que na gestacdo ocorrem muitas
alteracdoes na fisiologia materna. No caso de envenenamento materno
severo, existira um grande comprometimento na homeostase, que podera
acarretar em prejuizos a vida intrauterina (Carney, 1997).

O agente utilizado nos estudos de efeitos perinatais deve ser
administrado em doses com as quais ndo sejam observados efeitos toxicos
na mae ou no concepto. A administracdo de doses que levam ao
aparecimento de sintomas acentuados de intoxicacdo ndo permite concluir
se as alteracbes apresentadas pelos filhotes seriam devidas a acéo
embriofetotoxica da substancia em estudo ou as alteracfes na homeostase
materna causadas pela intoxicacdo, o que viria a comprometer as trocas
materno/fetais (Lemonica, 1996).

Neste trabalho a dose utilizada de 2,5 mg/kg do veneno do T.
bahiensis, causou alteracfes sistémicas apds a injecdo, sem levar a morte
materna. Com esta dose, a maioria dos animais testados apresentou
secrecdo pelo nariz e olhos, dor local, taquicardia, aumento da frequéncia
respiratoria, falta de ar e rigidez muscular nas patas, principalmente nas
traseiras, além de ficarem lambendo o local da injecdo. Estes sinais e
sintomas sdo compativeis com um envenenamento moderado. Os animais

apresentaram estes sintomas de 5 a 10 minutos apos a injecdo. Apos esse
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tempo, o comportamento voltou ao normal. A via de administragdo do
veneno escolhida simula aquela que ocorre em acidentes domésticos.

Os dias de injecdo foram determinados para assim serem
comparados com estudos prévios realizados em nosso laboratério com o
veneno do Tityus serrulatus (Cruttenden et al.,, 2008). Esses dias foram
baseados no periodo de desenvolvimento do rato, segundo Manson e Kang
(1989). O 5° dia é quando ocorre a implantacdo do blastocisto na parede
uterina da rata. E um processo que envolve movimentos altamente
coordenados em que células especificas do embrido fazem contato com o
tecido especializado da mée, o Utero. Esta coordenacgdo envolve a producao
regulada de fatores de crescimento, citocinas e hormonios, tanto pelo
embrido como pelos tecidos maternos. Ao mesmo tempo, receptores para
estes fatores sé@o expressos por tecidos apropriados, de modo a propagar 0os
sinais de implantacdo (Carson et al., 2000). O 10° dia esta no periodo de
organogénese, no qual ocorre grande proliferacdo celular e formacéao de
6rgaos rudimentares. E um periodo critico para a formac&o de varios 6rgaos
como olhos, palato, sistema urogenital e cérebro. O 16° dia € o inicio do
periodo de desenvolvimento fetal ocorrendo principalmente a diferenciacao e
a maturacéao cerebral (Manson e Kang, 1989).

Na avaliacdo de toxicidade materna nossos dados experimentais
mostraram que 0s pesos maternos, tanto das maes que receberam injecao
de veneno no 5° dia quanto das que o receberam no 10° dia gestacional,
nao apresentaram alteracdes significantes em relacdo ao controle em
nenhum dos periodos analisados. Um dos sinais mais evidentes de
toxicidade materna é a alteracdo no ganho de peso, expresso por reducéo
no mesmo em relacéo ao grupo controle (Goulart, 1999). Portanto, o veneno
ndo causou toxicidade materna na dose administrada.

Entretanto, no grupo de maes GD5 houve uma diminuicdo no numero
reabsorcdes e de implantacbes e um aumento no nimero de perdas pré-
implantacdo, que pode ser explicado pelo fato de que a exposicdo a
substancias nocivas no presente periodo pode levar a letalidade (Manson e
Kang, 1989).
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As perdas pré-implantacao estabelecem a relacdo entre o numero de
ovulos liberados e fecundados com a quantidade de embrides que
conseguiram se implantar.

Na maior parte dos estudos com grupos de substancias quimicas, o0s
resultados relatam reducdo do numero de implantacbes mais do que
malformacgBes anatbmicas, relacionando o periodo de implantacdo com o
fenbmeno da embrioletalidade. Porém, varios trabalhos tém mostrado que os
primeiros dias de gestacdo sao susceptiveis a prejuizos nao letais, gerando,
portanto as malformacdes propriamente ditas (Rutledge, 1997).

A implantacdo do blastocisto elicia uma reacéo inflamatéria asséptica
no endométrio, e citocinas como a IL-1, IL-11, TNF, LIF (fator inibidor de
leucemia) e de IGFBP sédo considerados moduladores significativos dos
fendbmenos imunitarios intrauterinos (Fazleabas et al., 2004; Makrigiannakis
et al.,, 2006). Alguns trabalhos demonstram que venenos de escorpido
afetam as citocinas (Magalhaes et al., 1999; D’Suze et al., 2003; D’Suze et
al., 2004; Petricevich, 2010), e esta alteracdo pode ser responsavel pelas
perdas observadas.

As citocinas, mesmo as inflamatérias, sédo constituintes normais da
placenta (Crainie et al., 1990; Opsjln et al., 1993; Jokhi et al., 1994; Bennett
et al., 1999; Dame et al., 1999) e tem um papel importante na manutencéo
desse complexo ambiente, mas quando os niveis saem do normal, o feto
pode estar em perigo. A resposta materna a infec¢des resulta em aumento
dos niveis de citocinas placentarias, principalmente as citocinas
proinflamatérias. Niveis elevados de citocinas inflamatorias placentarias,
principalmente a IL-6, estdo relacionadas com abortos espontaneos
(Jonakait, 2007), o que pode justificar a reducdo do nimero de implantacdes
no Utero observada em nossos experimentos.

Apesar da reducdo do numero de implantacbes nas fémeas
observadas, o numero de filhotes néo foi alterado, pois foi compensado pela
diminuicdo no numero de reabsorcdes.

N&do foram observadas alteracbes no numero de implantacfes e

reabsorcdes no grupo de fémeas tratadas no 10° dia gestacional, ja que este
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periodo de tratamento ndo compreende mais a fase de implantacdo do
blastocisto.

Em relacdo ao desenvolvimento fetal, foram observadas alteragbes no
peso de fetos, bem como de suas placentas e de alguns érgaos, em ambos
0S grupos experimentais GD5 e GD10.

Muitos processos metabdlicos sdo realizados pela placenta, varios
dos quais sao considerados essenciais para o um desenvolvimento fetal
apropriado (Gude et al., 2004; Myllynen et al., 2005), como a de transferir
nutrientes e metabdlitos para o seu desenvolvimento; proteger o feto de
infecgbes virais, bacterianas e de protozoarios e de manter um ambiente
hormonal apropriado para o desenvolvimento normal (Jonakait, 2007).

Para o feto a placenta é uma combinagcédo de trato gastrointestinal,
rins, pulmdes, figado, bago e timo, e é um 6rgdo endocrino multifuncional.
Este 0Orgdo transporta nutrientes, como aminoacidos, vitaminas,
carboidratos, lipidios e minerais para a circulacao fetal e é responsavel pelo
metabolismo de proteinas, hidratos de carbono, lipidios, prostaglandinas,
acidos nucléicos e hormonios esterdidais (Gude et al., 2004; Myllynen et al.,
2005). Um aumento no peso da placenta pode indicar uma mudanca no
metabolismo destas substancias, sem que indique, no entanto, se as
alteracdes sao benignas ou prejudiciais (Cruttenden et al., 2008).

Nas fases pré e pos-natal, os oOrgaos estdo se formando e se
diferenciando, e, assim, podem ser atingidos por substancias presentes na
circulacdo materna através da placenta durante a gestacdo ou através do
leite durante a lactacdo. Além disso, individuos expostos durante o0s
periodos criticos de desenvolvimento sdo mais vulneraveis a acao de
substancias quimicas em funcdo de menor capacidade metabdlica e
excretora e da auséncia de muitos mecanismos de retro alimentacdo do
sistema endaocrino (Zenick e Clegg, 1989).

Em estudos de toxicidade geral e da reproducéo, sabe-se que o peso
corpéreo e o peso de orgaos sdo sensiveis indicadores do potencial toxico
de substancias (Andersen et al., 1999; Bailey et al., 2004; Holson et al.,

2006; Chung et al., 2007). Como dito antes, um dos sinais mais evidentes de
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7

toxicidade é a alteracdo no ganho de peso, expresso pela reducdo do
mesmo (Goulart, 1999).

No presente estudo houve um aumento no peso dos fetos o que seria
uma consequéncia de um aumento no peso dos 0Orgdos ou, uma
consequéncia de um aumento no musculo ou massa gorda dos filhotes. O
papel dos fatores que regulam o crescimento fetal é importante, e o
hormdnio de crescimento (GH) é um destes fatores de regulacdo (Waters e
Kaye, 2002). Estudos através de varias espécies mostram que o GH € um
importante determinante do tamanho do filhote. O sistema IGF (fator de
crescimento semelhante a insulina) € outro importante fator de crescimento
endocrino e pardcrino que regula o crescimento fetal e placentario (Gicquel e
Le Bouc, 2006). A interferéncia do veneno com esses fatores pode ser uma
possivel explicacdo para o aumento de peso de 0Orgados, mas uma
investigag&o mais rigorosa seria necessaria para comprovar este fato.

O trato respiratorio € formado a partir de uma envaginarao da parede
da faringe no 10° dia da gestacado, dia de administracdo do veneno. Os
pulmdes acumulam niveis elevados de veneno de escorpido (Nunan et al.,
2003), e o sistema respiratorio parece ser especialmente sensiveis ao
veneno (Freire-Maia, 1995; De Matos et al., 2001), uma vez que a maioria
dos acidentes fatais sdo devidos a complicacdes cardiovasculares com
problemas respiratérios consequentes. O mecanismo pelo qual o veneno
aumenta o peso do pulmédo néo é claro, mas o desenvolvimento do pulméo
pode ser alterado de varias maneiras, incluindo a libertacdo de
glucocorticéides (Newman e Johnson, 1983), o que presumivelmente ocorre
apos contato com o veneno.

Um estudo realizado em nosso laboratério (Cruttenden et al., 2008)
demonstrou um aumento no peso dos pulmdes e placentas de fetos cujas
maes receberam uma dose de 1,0 mg/kg do veneno do escorpido Tityus
serrulatus. No mesmo trabalho, uma dose de 3,0 mg/kg do mesmo veneno
apresentou efeitos semelhantes, sem alterar o peso dos outros 6rgéos. Isso

nos leva a acreditar que uma dose mais elevada nao significa
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necessariamente causar um efeito maior. O efeito pode ocorrer ou nao,
independentemente da dose administrada.

Embora o aumento de peso de Orgdos fetais nao seja
tradicionalmente relacionado com dano fetal, a possibilidade de o resultado
observado, um aumento no peso do pulméo, figado e peso do coracédo, ser
uma consequéncia do veneno nao pode ser excluida. Esse efeito poderia ser
mais bem estudado por exames histopatoldégicos dos 6rgdos alterados e
verificando o metabolismo materno no mesmo periodo de desenvolvimento
em que os presentes resultados foram obtidos.

Em nosso estudo, ndo houve evidéncias de malformacdes
esqueléticas ou viscerais na prole de maes tratadas com veneno de T.
bahiensis. O desenvolvimento fetal ndo foi prejudicado, o que poderia
também ser demonstrado pela contagem dos centros de ossificacdo, que
nao revelou alteracdes. De acordo com alguns autores (Kimmel e Wilson,
1973; Szabo, 1989), anomalias espontaneas e malformacdes podem
eventualmente ocorrer em ratos de laboratério. Assim, € improvavel que este
tipo de ocorréncia tenha qualquer ligacdo com a exposicdo pré-natal ao
veneno.

Desta forma, uma hipotese para os efeitos observados na prole de
maes tratadas durante o periodo gestacional, em ambos os dias de
tratamento, poderia ser uma consequéncia do veneno agindo sobre fatores
de crescimento e/ou citocinas. No caso das maes tratadas no 16° dia de
gestacdo, o periodo de exposicdo € menos critico para a formacdo de
orgaos. Ja nas maes tratadas com o veneno no 10° dia gestacional, o
veneno poderia estar agindo sobre a producdo de fatores de crescimento
interferindo na organogénese. Nesse sentido, 0s venenos de escorpido
produzem injuria tecidual que leva a resposta inflamatéria com consequente
liberacdo de catecolaminas, bradicinina e prostaglandinas que induzem a
liberacdo IL-1 e IL-6 (D’ Suze et al., 2003).

Para observar uma possivel acdo do veneno sobre esses mediadores
e se estes estariam agindo sobre as citocinas e os fatores de crescimentos

foram realizadas dosagens dos niveis de IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-q,
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INF-y, NGF e BDNF, onde estes agentes poderiam estar agindo sobre a
gestacdo e, também analisar suas relacdes com o desenvolvimento fetal.
Para isso, foram utilizados embrides provenientes de maes tratadas com o
veneno do T. bahiensis no 10° ou no 16° dia gestacional.

Estudos sugerem que a liberacdo de citocinas esta relacionada a uma
determinada concentragdo de veneno no sangue, Ou Seja, uma
concentragdo necessaria para induzir uma resposta inflamatéria (D’Suze et
al., 2003). As fémeas tratadas com o veneno possivelmente apresentaram
sinais de inflamacéo, ja que a administracdo do veneno, assim como a do
LPS, causa uma injuria local, levando a uma resposta inflamatéria do
organismo.

Com os resultados obtidos com a dosagem dos niveis de citocinas, €
possivel dizer que, ap0s a administragcdo materna do veneno do escorpiédo T.
bahiensis, houve alterac6es nos niveis de algumas delas. Alteracdes desse
tipo foram também observadas apdés o envenenamento por outros Tityus
(Magalhaes et al., 1999; D’Suze et al., 2003; Fukurara et al., 2003) e com os
escorpibes do género Leiurus e Buthotus (Barbouche et al., 1996;
Magalhdes et al., 1999).

Durante diversas fases do periodo de gestacdo as citocinas exercem
papéis fundamentais para o bom desenvolvimento da gestacédo, visto que
participam de processos de implante do blastocisto, formacdo e
desenvolvimento embrionario, particularmente no desenvolvimento do
sistema nervoso central (Pefeffer, 2003).

Na literatura, ainda ndo estad claro que as citocinas inflamatorias
produzidas pela mée séo capazes de atingir o feto (Jonakait, 2007), contudo
nossos resultados sdo capazes de fornecer uma nova perspectiva para isso.

Em vista disso, 6 horas ap6s a exposicdo de fémeas no 16° dia
gestacional ao veneno do escorpido T. bahiensis, houve aumento da IL-1a
em seus embrides. Apos 24 horas, houve diminuicdo no nivel de INF-y em
embribes de fémeas tratadas no 10° dia gestacional e diminuicdo dos niveis

de IL-10, INF-y e TNF-a em fémeas tratadas no 16° dia gestacional.
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Mesmo os grupos que foram tratados com lipopolisacarideos (LPS),
um estimulante da resposta inflamatoria, apresentaram diminuicdo dos
niveis de algumas citocinas em compara¢ado ao grupo controle, que recebeu
solucdo salina. Essa diminuicdo pode ter sido pelo tempo em que as
dosagens foram feitas, 6 e 24 horas apds o tratamento. Esse tempo pode
ser suficientemente grande para a resposta gerada pelo organismo aos
estimulos dados atingir o pico maximo e voltar aos niveis proximos ao basal.

Parece-nos que 0 pico maximo acontece antes das 6 horas, nao
havendo diferenca entre o grupo de veneno e controle. Dados recentes da
literatura nos mostram que o pico TNF-a e IL-1a em macerado de tecido
cerebral ocorrem por volta de 4 horas apés o tratamento com LPS (Erickson
e Banks, 2011). Dados semelhantes foram obtidos em nosso laboratorio,
mostrando que 4 horas apds a administracdo intracerebral de uma toxina
isolada do veneno do escorpido Tityus serrulatus, em tecido macerado de
hipocampo, houve aumento significante dos niveis de INF-y (comunicéo
pessoal, Rodriguez RV.).

Nossos resultados demonstram que apos 6 horas da aplicacdo do
veneno no 16° dia gestacional, ocorre um pico no nivel das citocinas
testadas e que esse nivel diminui 12 horas e, se mantem baixo 24 horas
apo6s a aplicacdo do veneno. Ja no grupo injetado no 10° dia gestacional
esse pico também ocorre apos 6 horas e parece que o nivel dessas citocinas
€ normalizado 24 horas ap0s a aplicacdo do veneno.

Com isso, nossos resultados nos levam a pensar que nas dosagens
realizadas com nossas amostras ocorreu um efeito rebote (efeito fisiologico
do organismo), no qual, apds ser atingido o pico dessas citocinas
(concentracdo alta das mesmas), na tentativa de amenizar a resposta
inflamatdria, o organismo cessa a producao e liberacdo dessas citocinas.

Portanto, quando as amostras foram coletadas para a dosagem seus
niveis jA se encontravam diminuidos, justificando assim o fato de que os
niveis de citocinas encontrados nas amostras dos grupos tratados com
veneno bruto e principalmente LPS encontram-se menores gue 0S niveis

encontrados no grupo controle, considerados quase que niveis fisioldgicos.
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Alguns trabalhos mostram que quando a mae é submetida a
situacdes de estresse durante o periodo gestacional podem ocorrer
alteracbes nos niveis de citocinas (como o TNF-a e IL-1a) que estao
presentes no embrido e no meio intrauterino (Torchinsky e Toder, 2004). As
alteracbes apresentadas nos niveis de TNF-a e IL-1a nos mostram que no
envenenamento causado pelo escorpido T. bahiensis durante o periodo de
gestacao os niveis de citocinas nos filhotes sao alterados, e dessa forma as
citocinas podem estar relacionadas de forma direta ou indireta com as
alteracdes que o0 envenenamento escorpidnico pode causar nesses filhotes.

Ainda ndo esta certo na literatura que as citocinas inflamatérias
produzidas pela mae sao transferidas para o feto (Jonakait, 2007). Alguns
estudos sugerem que a inflamacdo materna aumenta os niveis de IL-13, IL-6
e TNF-a no liquido amniotico e no ceérebro fetal (Gayle et al., 2004;
Beloosesky et al., 2006). Em ratos, a IL-6 passa para o feto em periodos
iniciais e medianos da gestacdo, mas ndo em periodos mais tardios,
indicando assim, uma importante diferenca na exposicao a citocinas, que vai
depender do periodo ao que a mae foi exposta a infeccdo ou inflamacao
(Rubin et al., 1999; Meyer et al., 2006).

A passagem de citocinas pela barreira placentaria parece nao estar
envolvida na explicacdo de sua aparicdo no cérebro do feto. Enquanto os
astrocitos sdo proeminentes fontes de citocinas no cérebro adulto, no
cérebro embrionario eles ndo aparecem até a Ultima fase do
desenvolvimento cerebral. Por outro lado, o cérebro embrionario é repleto de
células da microglia, que sdo capazes de produzir citocinas no local
(Jonakait, 2007). O aumento da ativacdo da microglia, tanto para adultos
como para recém-nascidos, protege o sistema nervoso central de lesbes
induzidas por inflamacdes excessivas (Fan et al., 2005a,b; Cai et al., 2006;
Chechneva et al., 2006; Hua e Walz, 2006; Chu et al., 2007; Fan et al., 2007;
Weng e Kriz, 2007). Estudos epidemiolégicos tém associado infeccbes
sistémicas durante a gravidez com o risco de desordens neuropatologicas na
prole (Dammann e Leviton, 1998 e 2000; Wu et al., 2003; Gibson et al.,
2006; Chua et al., 2012).
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A exposicdo a eventos adversos, cedo na vida, pode afetar
profundamente o desenvolvimento do cérebro, levando a efeitos de longa
duracao na estrutura e no comportamento neuronal e desempenha um papel
importante na etiologia de transtornos do humor e ansiedade (Bremmer e
Narayan, 1998). Como ja foi demonstrado o veneno do T. bahiensis causa
alteracoes comportamentais na prole na idade adulta, de maes tratadas no
periodo gestacional (Dorce et al., 2010).

A diminuicdo da capacidade da funcdo cerebral, induzida pelo
estresse precoce na vida, pode levar a distlrbios cognitivos posteriores na
vida (Bremmer e Narayan, 1998). Estudos tem se focado no aumento do
nivel de citocinas inflamatdrias na unidade materno/fetal e no seu potencial
de causar prejuizos no desenvolvimento cerebral (Luheshi e Rothwell, 1996;
Cai et al., 2000; Bell et al., 2004; Huleihel et al., 2004; Smith et al., 2007).

O estresse esta associado a altos niveis de IL-6, TNF-a e, a baixos
niveis da citocina anti-inflamatodria IL-10 na circulagdo, em amostras coletada
durante os periodos da gestacdo (Coussons-Read et al., 2005). Esse fato
indica que a inflamacao durante a gestacdo pode afetar o desenvolvimento
cerebral do feto. Ambos, o0 estresse materno e o0 processo inflamatoério
devem ter sérias implicacdes para a saude da prole até a idade adulta (Coe
e Lubach, 2005; Weinstock, 2005).

O estresse gestacional também pode interferir nos resultados da
gravidez através do aumento espontaneo de abortos (Euken e Riegle, 1973;
de Catanzaro, 1988; Guo et al., 1993; Patin et al., 2002), no baixo peso ao
nascimento (Herrenkohl, 1979; Pollard, 1984; Fameli et al., 1995), alta
mortalidade (Pollard, 1984; Guo et al., 1993) e retardo no desenvolvimento
reflexologico dos filhotes (Meeniczek e Ward, 1994). A ocorréncia dos efeitos
do estresse depende do comeco, intensidade e duracdo do estresse durante
0 periodo gestacional (Henry et al., 1994; Weinstock, 1997; Pardon et al.,
2000; Smith et al., 2004)

Com base nos resultados do presente estudo, ndo podemos dizer se
os efeitos observados sao devidos a passagem de algum componente do

veneno para os filhotes ou se € apenas um efeito indireto resultante da
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resposta inflamatéria ou do estresse materno ao veneno. No entanto, Ismail
et al. (1983) descreveram que o efeito teratogénico do veneno, observado
apos uma exposicdo prolongada de ratas gravidas ao veneno do escorpido
A. amoreuxi, parece ser o resultado do seu efeito metabdlico e de sua acéo
sobre os eletrélitos corporais das maes, em vez de um efeito direto sobre os
fetos.

Embora tenhamos procurado evitar 0 estresse, quer por meio das
condigdes ambientais em que os animais foram mantidos e tratados ou
usando uma dose de veneno que aparentemente tem uma baixa toxicidade
materna, 0 estresse ainda € um fator possivel para os resultados obtidos.
Este fato é devido a inevitabilidade de certos procedimentos, tais como a
injecdo do veneno, que mesmo com uma dose leve sempre provoca
desconforto para os animais. Além disso, ndo podemos descartar a
possibilidade de que, apesar de o veneno ter pouco efeito sobre as fémeas
prenhes, teve um efeito mais marcante sobre a prole, seja através da
inducéo de estresse ou por meio de uma acgéao direta.

As alteracdes encontradas poderiam ser causadas pelo estresse
materno, podendo assim, levar as alteragcdes encontradas nos niveis de
citocinas e nas encontradas no desempenho reprodutivo materno
apresentadas nesse trabalho, como também, nas alteracfes encontradas na

prole (Dorce et al., 2009) e na idade adulta dos filhotes (Dorce et al., 2010)
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6. CONCLUSOES

Levando se em consideracao que:

As fémeas tratadas no 5° dia gestacional com 2,5 mg/kg do veneno
do escorpido T. bahiensis no periodo gestacional apresentaram no
desempenho reprodutivo:

- diminuicdo do numero de reabsorc¢des;

- diminuicdo do numero de implantacdes;

- aumento do numero das perdas pré-implantacéo;
- aumento do peso dos filhotes;

- aumento do peso das placentas;

- aumento no peso dos pulmdes e coracao dos filhotes.

As fémeas tratadas no 10° dia gestacional com 2,5 mg/kg do veneno
do escorpido T. bahiensis no periodo gestacional apresentaram no

desempenho reprodutivo:

- aumento do peso dos filhotes;
- aumento do peso das placentas;

- aumento do peso de figado, pulmdes e coracao dos filhotes.

Podemos concluir que a administracdo de uma dose de 2,5 mg/kg do
veneno bruto do escorpido T. bahiensis no periodo gestacional, responsavel
por um envenenamento moderado, provoca alteracdes discretas nos
parametros reprodutivos maternos e em filhotes provenientes destas maes

tratadas nesses periodos gestacionais.
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Levando se em consideracao que:

Embrides de fémeas tratadas no 10° dia gestacional com 2,5 mg/kg
do veneno do escorpido T. bahiensis no periodo gestacional, apresentaram
guanto a avaliacdo dos niveis de citocinas IL-1a, IL-18, IL-6, IL-10, INF-y e
TNF-a:

- diminuicao do nivel de INF-y apds 24 horas da aplicagéo do veneno;

Embrides de fémeas tratadas no 16° dia gestacional com 2,5 mg/kg
do veneno do escorpido T. bahiensis no periodo gestacional, apresentaram
guanto a avaliacdo dos niveis de citocinas IL-1qa, IL-18, IL-6, IL-10, INF-y e
TNF-a:

- aumento do nivel de IL-1a, apds 6 horas da aplicagao do veneno;
- diminuicao do nivel de IL-10, apds 24 horas da aplicacdo do veneno;
- diminuicao do nivel de INF-y, apds 24 horas da injegao do veneno;

- diminuicao do nivel de TNF-a, apds 24 horas da aplicagao do veneno.

Podemos concluir que a administragcdo materna de uma dose de 2,5
mg/kg do veneno bruto do escorpido T. bahiensis no periodo gestacional,
responsavel por um envenenamento moderado, provoca alteracfes em
alguns dos niveis de citocinas em embrides apds 6 ou 24 horas da aplicacao

materna do veneno nos periodos gestacionais estudados.
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Levando se em consideracao que:

O método utilizado ndo foi capaz de detectar os niveis de NGF e de
BDNF em embrides de fémeas tratadas no 10° ou 16° dias gestacional com
2,5 mg/kg do veneno do escorpido T. bahiensis;

Podemos concluir que com a metodologia utilizada ndo foi possivel
determinar se a administragdo materna de uma dose de 2,5 mg/kg do
veneno bruto do escorpido T. bahiensis no periodo gestacional responsavel
por um envenenamento moderado, provoca alteracdes nos niveis dos
fatores de crescimento aqui analizados, apos 6, 12 ou 24 horas da aplicacao

do veneno.

De modo geral, o periodo e a dose administrada as maes, causa
alteracao no desempenho reprodutivo materno e nos niveis de citocinas de
embrides, o efeito do veneno e do estresse materno nao parece ser de
carater deletério para as maes e para 0s conceptos em ambos 0s periodos
analisados. mas o veneno € capaz de causar alteracdes no desenvolvimento
reflexologico dos filhotes e no desenvolvimento comportamental desse

animais na idade adulta.
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Abstract

Scorpion envenoming is a public health problem in Brazil, where Tityus
serrulatus is considered the most dangerous scorpion in this country.
Although a large number of scorpion stings also occur with Tityus bahiensis,
there are few studies in literature about the toxic effects of its venom. The
objective of this work was to determine the possible toxicological effects of T.
bahiensis scorpion venom administered to pregnant dams on maternal
reproductive performance and the morphological development of pups. The
venom was given to dams on the 5™ or on the 10™ gestational day (GD). On
the 21° gestational day, they were submitted to laparotomy, and the pups
were taken out together with their placenta. Pups and placentas were
counted, weighed and externally analyzed. The sex and the vitality of pups
were evaluated, and each litter was then randomly divided into two different
groups for visceral or skeletal analyses. The corpora lutea present in each of
the ovaries were counted to determine the number of eggs that were
eliminated. It was observed a decrease in the number of implantations in the
GD5 group. An increase in the weight of the pups and placentas was
observed in the GD5 and GD10 groups. There was an increase in the weight
of the heart and lungs in the GD5 and GD10 groups and in the weight of the
liver in the GD10 group. Thus, the moderate envenomation by T. bahiensis
scorpion venom caused changes in maternal reproductive development and

fetal development.

KEY WORDS: scorpion venom; Tityus bahiensis; pregnancy; reproductive
development; embryofetotoxicity.
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Introduction

Scorpions are dangerous animals distributed around the world.
Scorpion stings are considered a severe health problem around the world. In
Brazil, Tityus serrulatus and Tityus bahiensis are the most venomous existing
scorpion species, and are responsible for the majority of stings (Von
Eickstedt et al., 1996). These accidents happen frequently and with severity
especially among children and elderly people (Sandoval and Dorce, 1993).

Human activity leading to an increase in trash and waste attracts
insects and spiders, the main prey of scorpions, and the possibility of
occupancy of niches inside human dwellings causes an overlapping of the
human and scorpion populations, thereby increasing the probability of
incidents (Lourenco et al., 1996), where the possibility of envenomation of
pregnant women is great.

Scorpion stings are characterized by intense local pain and, in some
cases, by systemic effects. These include lung edema, partially due to severe
cardiovascular alterations and to the release of catecholamines and kinins.
Increasing pulmonary vascular permeability and complex respiratory
arrhythmias such as tachypnea, hyperpnea, periodic respiration and
respiratory paralysis, resulting from the stimulation of afferent visceral
receptors (Freire-Maia, 1995) or, alternatively, due to the action of the venom
on the central nervous system, are also observed (Sandoval and Dorce,
1993; Dorce and Sandoval, 1994; Carvalho et al., 1998; Nencioni et al.,
2000; Lourenco et al., 2002; Nencioni et al., 2009).

Scorpion venoms are composed of neurotoxins that affect sodium
channels (Rodriguez de la Vega and Possani, 2005), or block potassium
channels (Rodriguez de la Vega and Possani, 2004). In both cases, the
consequence is an increase in neurotransmitter release from neurons
(Couraud and Jover, 1983; Possani et al., 1992; Tan et al., 2006).

The scorpion sting produces tissue injury that can induce a systemic
inflammatory response with the consequent release of cytokines (D’Suze et

al., 2003). It also stimulates the release of catecholamines, bradykinins and
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prostaglandins, which induce the release of IL-1 and IL-6 (Chaudry et al.,
1989).

Although there are several studies concerning the effects and the
mechanism of action of the venoms and their toxins, it is not well known
whether they cause any harm to the offspring whose mothers have been
stung during pregnancy, either accidentally or experimentally (Ismail et al.,
1983; Ben Nasr et al., 2007; Barédo et al., 2008; Cruttenden et al., 2008;
Dorce et al., 2009; Dorce et al., 2010).

Studies have demonstrated that T. serrulatus scorpion venom evokes
alterations in reproductive parameters and fetal morphology (Baréao et al.,
2008; Cruttenden et al., 2008) and that the venom of T. bahiensis elicits
alterations in physical and reflexologic development in the perinatal period
(Dorce et al., 2009) and in the behavioral and neuronal development of
offspring in adult life (Dorce et al., 2010).

Thus, this study was designed to investigate whether the venom of the
scorpion T. bahiensis administered once to pregnant female rats at a dose
that causes a moderate envenomation may lead to deleterious effects in the

reproductive development of the dams and in their offspring.

Material and methods

Animals, mating and pregnancy diagnosis

The male (n=15) and female (n=30) Wistar rats used weighed 250—
270 g, were about 90 days old, and were housed under controlled
temperature (20£2°C) and with a 12:12 dark:light schedule and free access
to food and water. After acclimatization for one week, two female rats were
placed together with one male in the afternoon. In the morning of the
following day, females showing evidence of mating (vaginal plug or vaginal
smear with sperm cells) were randomly assigned in rotation to the study
groups (n=10). This day was recorded as gestation day 0 (GDO0). During
gestation, two dams were housed per plastic cage (40X50X20 cm). All the

experimental procedures were conducted with prior permission of the
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institution's Ethics Committee for Experiments on Animals (Protocol No.
513/08).

Venom and solution

The venom was obtained from the Arthropod Laboratory (Butantan
Institute) by electrical stimulation of the telson of mature T. bahiensis
scorpions and supplied by the Venom Commission of the Butantan Institute.
It was lyophilized immediately after extraction and dissolved in 1.46% NacCl

before use. T. bahiensis venom is soluble in saline only at this concentration.

Treatment

Females received a single subcutaneous injection of 2.5 mg/kg of
dried T. bahiensis venom on the 5™ (GD5) or 10" (GD10) gestational day.
The control group received subcutaneous injection of 1.46% NaCl on both
days. The subcutaneous route was chosen because this is the way by which

the venom is injected in accidents.

Reproductive parameters

The dams were weighed on GDO, GD5, GD10, GD16 and GD21. On
GD21, females were deeply anesthetized with carbon dioxide (CO,) and
submitted to laparotomy for section of ovaries and uterus. The gravid uterus
was weighed. The uterine horns were cut, and the fetuses and their placenta
were removed, weighed and examined for gross abnormalities. The number
of implantation sites, resorptions, and dead and live fetuses was recorded in
both uterine horns. The ovaries were dissected and the number of corpora
lutea was recorded. The pre-implantation losses (number of corpora lutea
minus number of implantations/number of corpora lutea) and post-
implantation losses (number of implantations minus number of live
fetuses/number of implantations) were calculated. After euthanasia, half of
each litter was fixed in Bouin’s solution for subsequent visceral examination
by the Wilson serial section method (Wilson, 1965) and the other half litter

was eviscerated, fixed in 70% ethanol, cleared with potassium chloride and
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stained with alizarin red by the technique of Staples and Schenell (1964).
The extent of ossification was evaluated using the parameters proposed by
Aliverti et al. (1979). The kidneys, liver, lungs and heart of the fetuses used

for ossification evaluation were individually weighed.

Statistical analysis

Maternal reproductive parameters (number of implants, corpora lutea,
resorptions, live fetuses, dead fetuses, pre-implantation loss and post-
implantation loss) and the data on body or absolute and relative organ weight
were analyzed by ANOVA followed by the Tukey-Kramer test. Skeletal and
visceral anomalies and number of ossification centers were evaluated by the

Fisher exact test. The significance level for all tests was set at p<0.05.

Results

Maternal effects

Treatment with venom on GD5 or GD10 did not affect maternal body
weight gain with gestation (p > 0.05 — Fig. 1). No deaths were induced, and
no other signs of toxicity, such as differences in food and water intake (data
not shown), were apparent in the rats. The general state and activity did not
change in the treated groups. The length of gestation was the same for the
control and experimental groups. The number of pups per litter and the sex
ratios of the litters were not significantly different between the control and

experimental groups (p > 0.05, data not shown).

Effects of Tityus bahiensis scorpion venom, given on GD5 and GD10, on
maternal reproductive development

In the GD5 group, dams had a decrease in the number of
implantations and an increase in the number of pre-implantation losses
(Table 1). The other reproductive parameters showed no significant

alterations (Table 1).
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In the GD10 group, there were no significant alterations in the

reproductive parameters (Table 1).

Effects of Tityus bahiensis scorpion venom, given on GD5 and GD10, on
fetal morphology

In the GD5 group, the pups’ weight showed a significant increase
(Table 2) as well as the weight of the placenta (Table 2), lungs (only absolute
weight) and heart (Table 2). The liver and the kidneys did not show
significant alterations (Table 2). There were no cases of anomalies or
external malformations (Table 3). Macroscopic visceral analysis
demonstrated that the organs had a normal appearance (Table 3). Skeletal
analysis did not show any alterations in the bone structure of the pups (Table
3).

In the GD10 group, the pups’ weight showed a significant increase
(Table 2) as well as the weight of the placenta (Table 2), and liver, lungs
(only absolute weight) and heart (Table 2). The kidney did not show
significant alterations (Table 2). There were no cases of anomalies or
external malformations (Table 3). Macroscopic visceral analysis indicated
that the organs had a normal appearance (Table 3). In the skeletal analysis,
no alterations were observed in the bone structure of the pups (Table 3).

The presence of anomalies in the skeleton and viscera of both control
and experimental groups was relatively common but appeared in similar

proportion.

Discussion

T. serrulatus and T. bahiensis are well adapted to urbanized
environments, and thus, there is an increasing probability of exposure of
humans and pets to these venoms, also during pregnancy (Bardo et al.,
2008).
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Not much is known about the effects of pre-natal exposure to scorpion
venom, and no information is available to aid in the rational treatment of
victims stung during pregnancy (Cruttenden et al., 2008). Therefore, the
present study aimed to assess the possible toxic effects of T. bahiensis
scorpion venom on dams injected with venom during pregnancy and on their
offspring.

A single non-lethal dose of the venom was employed to simulate a
natural condition of envenomation. The intoxication of the dam on a more
serious level was deliberately avoided so as not to compromise any positive
result. The venom injection probably caused some pain to the animals, as
evidenced by vocalization and attempts to run, which dissipated at the end of
the application. This behavior was not observed in control dams.

The venom injection was carried out at two different stages of
pregnancy, based on the rat development period, in accordance with Manson
and Kang (1989). The 5th day of gestation corresponds to the end of the
blastocyst implantation period in the uterus. Exposure to harmful substances
in this period may lead to embryo lethality, with rare occurrence of
teratogenesis. The 10" day of gestation coincides with the middle of the
organogenesis period, which consists in a series of processes culminating in
the formation of organs. Substances administered during this period may
lead to teratogenesis, when the lesions caused by them allow the survival of
the affected individual, or to embryo lethality, if the lesion is not compatible
with embryo survival (Rutledge, 1997).

Studies in the literature reveal that some scorpion venoms are able to
cause malformations and/or harmful effects on the offspring of experimental
animals when the dams are inoculated during pregnancy. Ismail et al., (1983)
demonstrated that the venom of Androctonus amoreuxi caused a large
number of fetal resorptions, underweight fetuses and skeleton defects when
injected consecutively from the ninth to the twenty-first day of gestation in
dams. He also found that the venom of Buthus minax caused skeleton
malformation in goats and induced fetal resorption in pregnant women stung

by this scorpion (Ismail, 1983). Scorpion venoms also have some effects on
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uterine contractility (Marei and Ibrahim1979; Meki et al., 1995; Mendonca et
al., 1995). However, in an extensive review of the literature between the
years of 1966 and 2002, Langley (2004) described that no adverse
consequences were reported in either mother or fetuses in accidents
occurring during pregnancy. Ben Nasr et al. (2007) observed that two
scorpion-envenomed pregnant patients developed intense pelvic pain and
vaginal bleeding, but neither maternal and fetal death nor preterm fetal
delivery was observed among twelve patients.

With regard to Brazilian scorpions, T. serrulatus venom has been
demonstrated to cause some alteration in reproductive parameters and in
pups’ development when injected during pregnancy (Bardo et al., 2008;
Cruttenden et al., 2008), and T. bahiensis venom causes some alterations in
offspring development during the perinatal phase (Dorce et al., 2009) and in
adult life (Dorce et al., 2010).

T. bahiensis scorpion venom exposure did not affect the survival of
pregnant females, the length of gestation, the number of pups per litter, or
maternal body weight gain. One of the obvious signs of maternal toxicity is a
decrease in body weight gain (Chernoff et al., 2008), which was not observed
in our experiments. Meanwhile, there was a decrease in the number of
implantations and an increase in the number of pre-implantation losses at the
end of the blastocyst implantation period (GD5 dams group), which can be
explained by the fact that exposure to harmful substances in this period may
lead to lethality (Manson and Kang, 1989).

Blastocyst implantation in the maternal uterus is a process that
involves highly coordinated movements in which specific cells of the embryo
make contact with a specialized tissue of the mother, the uterus. This
coordination involves regulated production of growth factors, cytokines and
hormones, by both embryo and maternal tissues. At the same time, receptors
for these factors must be expressed by the appropriate tissues so as to
propagate the implantation signals (Carson et al.,, 2000). Blastocyst
implantation itself elicits an aseptic inflammatory-like reaction in the

endometrium, and cytokines such as IL-1, IL-11, TNF, LIF (leukemia
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inhibitory factor) and IGFBP (insulin-like growth factor protein) are considered
to be significant modulators of the intrauterine immune phenomena
(Fazleabas et al., 2004; Makrigiannakis et al., 2006). Some works have
demonstrated that scorpion venoms affect cytokines (Magalhées et al., 1999;
D’Suze et al.,, 2003; D'Suze et al., 2004; Petricevich, 2010), and this
alteration may be responsible for the losses observed. Despite the decrease
in the number of implantations per dam observed, the number of pups was
not altered.

In relation to fetal development, changes were observed in the weight
of fetuses as well as of the placenta and of some organs, in both gestational
groups (GD5 and GD10).

Many metabolic processes are performed by the mammalian placenta,
several of which are considered essential for proper fetal development. For
the fetus, the placenta is a combination of gastrointestinal tract, kidneys,
lungs, liver, spleen and thymus, and it is a multifunctional endocrine organ.
The placenta transports nutrients such as amino acids, vitamins,
carbohydrates, lipids and minerals to the fetal circulation. The placenta is
responsible for the metabolism of proteins, carbohydrates, lipids,
prostaglandins, nucleic acids and steroid hormones (Gude et al., 2004;
Myllynen et al., 2005). An increase in placenta weight may indicate a change
in the metabolism of these substances, without, however, indicating whether
they are benign or harmful changes (Cruttenden et al., 2008).

The increase in the fetuses’ weight observed in this study would be a
consequence of an increase in the weight of the organs or, alternatively, a
consequence of an increase in muscle or fat mass. It is important to note that
the venom did not increase the weight gain of the dams. The role of factors
regulating fetal growth is important, and growth hormone (GH) is one of these
regulatory factors (Waters and Kaye, 2002). Studies across several species
show that GH is an important determinant of litter size. It acts at all stages of
development of litter size (Waters and Kaye, 2002). The IGF (insulin-like-
growth factor) system is another of the most important endocrine and

paracrine growth factor systems regulating fetal and placental growth
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(Gicquel and Le Bouc, 2006). The interference of the venom with these
factors may be a possible explanation for the increased weight of organs, but
an accurate investigation is necessary to corroborate this fact.

The effect of the venom on the lungs and heart is interesting. The
respiratory tract forms from an evagination of the pharynx wall on day 10 of
gestation, the day of administration of the venom. The lungs accumulate high
levels of scorpion venom (Nunan et al.,, 2003), and the respiratory system
appears to be especially sensitive to the venom (Freire-Maia, 1995; De
Matos et al., 2001), since most fatal accidents are due to cardiovascular
complications with consequent respiratory involvement. The mechanism by
which the venom increases lung weight is not clear, but the development of
the lung can be altered in many ways, including the release of glucocorticoids
(Newman and Johnson, 1983), which presumably occurs after contact with
the venom.

A study in our laboratory (Cruttenden et al., 2008) demonstrated an
increase in the weight of the lungs and placentas of fetuses whose mothers
had received a dose of 1.0mg/kg of T. serrulatus scorpion venom; however,
3.0mg/kg of the same venom had a similar effect and the weights of the other
organs were not changed. This leads us to believe that a higher dose does
not necessarily cause an increased effect. It may occur or not, independently
of the dose administered. Although the increased weight of fetal organs is not
traditionally related to fetal damage, the possibility that the observed result,
an increase in liver, lung and heart weight, is a consequence of the venom
cannot be ruled out. This effect could be better studied by histopathological
examinations of the altered organs and by checking maternal metabolism in
the same period of development that the present results were obtained.

In our study, there was no evidence of skeletal or visceral
malformations in offspring of dams treated with Tityus bahiensis venom. Fetal
development was not impaired; this could also be demonstrated by counting
the centers of ossifications, which disclosed no alterations. The visceral
anomalies seen in the experimental groups were very similar in amount and

nature as in the control group, which does not support the notion that the
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venom has a teratogenic effect. According to some authors (Kimmel and
Wilson, 1973; Szabo, 1989), spontaneous anomalies and malformations
eventually occur in laboratory rats. Thus, it is unlikely that this type of
occurrence had any link to prenatal exposure to the venom.

Based on the present results, we cannot say whether the observed
effects are due to some venom component passing to the offspring or
whether it is just an indirect effect resulting from the response of the mother
to the venom. However, Ismail et al. (1983) described that the teratogenic
effect of the venom, observed after a prolonged exposure of pregnant rats to
A. amoreuxi venom, appears to be the result of its metabolic effect and action
on the body electrolytes of the dams, rather than a direct effect on the
fetuses.

Although we did our best to avoid stress, either by means of the
environmental conditions in which the animals were maintained and treated
or by using a venom dose that had apparently low maternal toxicity, stress
was still a possible factor accounting for the results obtained. This fact is due
to the inevitability of certain procedures such as the injection of the venom,
which even at a mild dose always causes discomfort to the animals. Also, we
cannot rule out the possibility that although the venom had little effect on the
dams, it had a more marked effect on the offspring, either by inducing stress
or through a direct action.

In conclusion, a moderate dose of Tityus bahiensis venom caused
subtle changes in maternal reproductive development and in fetal
development in rats. However, as some distinct alterations were observed,
further studies are warranted which should include higher doses of the
venom, other gestational days and the influence of cytokines in the

development of the fetuses to elucidate the effects of the venom.
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Fig. 1: Body weight gain (in grams) of mothers. They were treated with
subcutaneous injection of 1.46% NaCl (control group) or 2.5 mg/kg Tityus
bahiensis scorpion venom on the 5" and/or 10" gestational day (GD). Values

represent the mean £ SEM.
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Anexo 4 — Préximo trabalho a ser submetido a publicacéo

EVALUATION OF THE CYTOKINES LEVELS IN EMBRYOS OF
MOTHERS TREATED WITH Tityus bahiensis SCORPION VENOM
DURING THE PREGNANCY.
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