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RESUMO EM LINGUA PORTUGUESA

O acidente causado pela picada de escorpido, denominado escorpionismo,
compreende um serio problema de saude publica. No Brasil, os escorpides de
importancia médica, pertencem ao género Tityus, sendo T. obscurus o responsavel
pelos principais envenenamentos graves na regido Norte. A incidéncia desses
envenenamentos vem aumentando no estado do Para, onde acidentes graves ja
foram descritos. O tratamento para esses envenenamentos baseia-se na soroterapia,
na qual é utilizado um soro antiescorpidnico especifico para a peconha do escorpido
T. serrularus. Neste trabalho, determinamos a toxicidade (Dose Letal 50%) da
peconha de T. obscurus, onde trés experimentos foram realizados com grupos de 5
camundongos fémeas e machos, segundo o protocolo da organizagcdo mundial da
saude. Um soro anti-T. obscurus foi produzido em camundongos, esses animais foram
injetados via intraperitoneal, com a pegonha de T. obscurus e, posteriormente,
receberam mais sete reforgos a cada 15 dias. A partir disso, foram realizados testes
imunoquimicos, ELISA e Western Blott, para o reconhecimento do soro produzido em
camundongos e do soro antiescorpidnico comercial, pelas pegonhas de T. obscurus e
T. serrulatus. Também foi realizada a soro-neutralizagao, onde diluigdes dos soros,
anti-T. obscurus ou soro comercial, foram misturadas com trés doses letais da
peconha de T. obscurus ou T. serrulatus e inoculadas em camundongos. Os
resultados obtidos no experimento de toxicidade foram analisados pelo teste
estatistico Probit e apresentou uma dose letal de 3,54 mg/kg de camundongo. Os
ensaios de ELISA e Western blott mostraram reconhecimento do soro de camundongo
pela pegconha de T. obscurus e T. serrulatus. No entanto, nesses ensaios 0 soro
comercial nao reconheceu a pegonha de T. obscurus e apenas apresentou
reconhecimento pela peconha de T. serrulatus. Os testes in vivo evidenciaram que o
soro de camundongo e o soro comercial ndo neutralizam as toxinas da peconha de T.
obscurus. Esses resultados demonstram que a pegonha de T. obscurus possui alta
toxicidade e o soro antiescorpidnico comercial € ineficaz para tratar o envenenamento

deste escorpiao.

Palavras Chaves: escorpionismo; DL50; soro antiescorpidnico; Tityus obscurus.



ABSTRACT

The envenomation caused by the scorpion sting, called scorpionism, comprises a
serious public health problem. In Brazil, medically important scorpions belong to the
genus Tityus, with T. obscurus responsible for the envenomation in the North region.
The incidence of these envenomation has been increasing in the state of Para, where
serious cases have already been recorded. The treatment for scorpionism is based on
serum therapy, which uses a specific antivenom against T. serrularus. In this work, we
determined the toxicity (Lethal Dose 50%) of T. obscurus venom, performing three
experiments with groups of 5 female and male mice, according to the World Health
Organization protocol. An anti-T. obscurus serum was produced in mice, the animals
were injected intraperitoneally, with the T. obscurus venom followed by seven boosters
every 15 days. From this, immunochemical tests, ELISA and Western Blott, were
performed to recognize the serum produced in mice and the commercial serum by the
T. obscurus and T. serrulatus venom. |In addition, seroneutralization was performed,
with dilutions of anti-T. obscurus or commercial serum mixed with three lethal doses of
the T. obscurus or T. serrulatus venom, followed by injection into mice. The results
obtained in the toxicity experiment were analyzed by the Probit statistical test and a
3.54 mg/kg LDso determined. The ELISA and Western blott assay showed mouse
serum recognition by the T. obscurus and T. serrulatus venom. However, in these
assays the commercial serum did not recognize T. obscurus and only showed
recognition by the T. serrulatus venom. In vivo tests evidenced that mouse and
commercial sera do not neutralize T. obscurus venom toxins. These results
demonstrate that T. obscurus venom has high toxicity and the commercial antiscorpion

serum is ineffective to treat envenomation caused by this scorpion species.

Keywords: scorpionism; LD50; antivenom; Tityus obscurus.
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Resumo

Antecedentes: O acidente causado pela picada de escorpido, denominado
escorpionismo, compreende um sério problema de saude publica. No Brasil, os
escorpides de importancia medica, pertencem ao género Tityus, sendo Tityus
obscurus o principal responsavel pelos envenenamentos na regidao Norte. A incidéncia
desses envenenamentos vem aumentando no estado do Para, onde acidentes graves
ja foram descritos. O tratamento para esses envenenamentos baseia-se na
soroterapia, na qual & utilizado um soro antiescorpidnico especifico para pegonha do
escorpido T. serrularus. Métodos: Determinamos a toxicidade da peconha de T.
obscurus mediante a realizag&o de trés experimentos com grupos de 5 camundongos
fémeas e machos, segundo o protocolo da Organizagédo Mundial da Saude. Um soro
anti-T.obscurus foi produzido em camundongos, esses animais foram injetados uma
primeira vez, via intraperitoneal, com a pegonha de T. obscurus, seguida de mais sete
reforgos a cada 15 dias. A partir disso, foram realizados testes imunoquimicos, ELISA
e Western Blott para o reconhecimento do soro produzido em camundongos e do soro
comercial pela peconha de T. obscurus e T. serrulatus. Além disso, foi realizada a
soroneutralizagao, onde diluigdes dos soros anti-T. obscurus ou soro comercial foram
misturadas com trés doses letais da pegonha de T. obscurus ou T. serrulatus e
inoculadas em camundongos. Resultados: Os resultados obtidos no experimento de
toxicidade foram analisados pelo teste estatistico Probit e apresentou uma dose letal
de 3,54 mg/kg. Os ensaios de ELISA e Western blott mostraram o reconhecimento do
soro produzido em camundongo pela pegonha de T. obscurus e T. serrulatus. No
entanto, nesses ensaios 0 soro comercial ndo reconheceu a peconha de T. obscurus
e apenas apresentou reconhecimento pela pegonha de T. serrulatus. Os testes in vivo
evidenciaram que o soro de camundongo e o soro comercial ndao neutralizam as
toxinas da pegonha de T. obscurus. Conclusao: Os resultados demonstram que a
peconha de T. obscurus possui alta toxicidade e que o soro comercial é ineficaz para

tratar o envenenamento causado por este escorpiao.

Palavras Chaves: Escorpionismo. DLso. Soro antiescorpiénico. Elisa.
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1. INTRODUGAO

O escorpionismo € o acidente causado pela picada de escorpidao, o que
representa um problema de saude publica em paises tropicais, no qual esta incluido
o Brasil. Mundialmente, sdo conhecidas aproximadamente 1.500 espécies de
escorpides, distribuidas em 18 familias. Dentre elas, a Familia Buthidae é a mais
importante do ponto de vista epidemiologico, uma vez que nela se encontram as
especies consideradas perigosas para o homem [1]. No Brasil, os escorpides de
importancia médica pertencem a familia Buthidae, género Tityus, com quatro espécies
responsaveis por envenenamento graves. Os escorpides T. serrulatus e T. bahiensis,
ambos distribuidos na regido Sul e Sudeste, sdo responsaveis pelo maior numero e
pela gravidade dos casos de envenenamento no pais, muitos deles progredindo para
0 Obito. As especies T. obscurus e T. stigmurus se encontram predominantemente nas

regides Norte e Nordeste, respectivamente [2].

O escorpiao T. obscurus (Gervais, 1843) € sindnimo sénior de Tityus
cambrigdei (Pocock, 1897) e de Tityus paraensis (Kraepelin, 1896). Popularmente,
esta espécie também é chamada de “escorpido preto”. Sua ocorréncia na regido
amazodnica se registra nos estados do Para, Mato grosso, Amapa, sendo encontrado

também na Guiana francesa, Equador e Suriname [3].

No Para, a incidéncia de envenenamentos por picadas de escorpidao tem
aumentado consideravelmente. Os estudos de Neto et al. destacaram os municipios
de Santarém, ltaituba, Ruropolis, Belterra, Prainha e a regido oeste com alta
frequéncia de acidentes escorpidnicos, em alguns deles chegando a alcancar niveis
de epidemia, com registros de 61 mortes no estado do Para durante o periodo de 2000
a 2019 [4]. Um dos primeiros relatos epidemiologicos do escorpionismo no estado do

Para (Belém), foi divulgado por Martins et al., identificando T. obscurus como o agente
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causador de 61 casos de envenenamentos por picada de escorpiao [5]. Por outro
lado, Pardal et al. relataram 72 casos por escorpionismo entre 2000 e 2001 e Torrez,
et al. divulgaram que no periodo de 2008 a 2014 houveram 58 vitimas [3,6]. Em todos
esses relatos a espécie causadora do envenenamento foi T. obscurus, razao pela qual
€ considerada de importancia medica na regiao. Em paises como Guiana e Equador
também foram descritos varios casos de envenenamentos por T. obscurus, incluindo

casos letais [7,8].

Em geral, os sintomas clinicos da picada de T. obscurus sao semelhantes aos
demais escorpides, que sao caracterizadas por dor imediata e parestesia no local da
picada, em casos leves. Nos casos moderados, os pacientes, podem experimentar
sintomas como nauseas, agitacéo e taquicardia, vomitos, diarreia, febre, sudorese,
sialorreia e manifestacdes sistémicas intensas em casos graves, como hipotermia,
hipertensdo ou hipotensao arterial, bradicardia, edema pulmonar e agitagao. Esta
espécie também apresenta como sintoma a sensac¢ao continua de “choque elétrico”,
sintoma este também descrito no envenenamento das espécies T. strandi e T.
apiacas, de igual ocorréncia na Regiao Amazbdnica [2,3,9]. A gravidade das
manifestacbes sistémicas causadas por esses escorpides depende da espécie, da
quantidade de peconha injetada, sua composi¢éo, da faixa etaria e condicéo clinica
do paciente. Envenenamentos por escorpides, especialmente em criangas e idosos
com comorbidades, acarretam um quadro clinico grave e na maioria das vezes fatal

[1,2,10].

De modo geral, a pegonha de escorpido € uma mistura complexa constituida
principalmente de proteinas e peptideos neurotoxicos. Esses componentes sao
considerados os principais responsaveis por desencadear os sinais e sintomas

caracteristicos dos envenenamentos escorpidnicos [11,12]. No pais, o tratamento
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clinico do envenenamento pela picada de escorpido se faz com analgésicos para o
alivio da dor, sendo eficiente para os casos leves. Nos casos mais graves o
recomendado é a soroterapia, que consiste na administragdo de um soro de equino
especifico contra a peconha de Tityus serrulatus [13]. No entanto, publicagbes
recentes tém assinalado a ineficacia do tratamento soroterapico em eliminar os
sintomas do envenenamento por T. obscurus, quando aplicadas as doses
recomendadas de trés ampolas em casos moderados e de quatro a seis ampolas nos
casos graves. A ineficacia do antiveneno pode estar relacionada com a variagao que
ocorre nas toxinas de diferentes espécies [6,14].

A toxicidade dos escorpides de importancia médica no Brasil tem sido reportada
por alguns autores. Nishikawa et al. aponta T. serrulatus e T. stigmurus como as
espécies mais toxicas com uma Dose Letal 50% (DLso) de 1,160 mg/kg e 0,773 mg/kg
respectivamente, comparado com T. obscurus, considerado moderadamente toxico,
0 qual apresentou uma dose letal de 12,13 mg/kg. Por outro lado, Santos-da-Silva et
al. encontraram uma dose letal de 3,13 mg/kg e 0,99mg/kg para os escorpides T.
obscurus e T. serrulatus, respectivamente. Nos estudos de Nishikawa et al., também
foi avaliado o reconhecimento imunoquimico do soro anti-T.serrulatus, onde os testes
de Western Blott mostraram o reconhecimento da peconha de T. obscurus pelo soro;
no entanto, os ensaios de ELISA apresentaram titulos de anticorpos mais baixos
contra esta pegonha [15,16]. O reconhecimento imunoquimico do soro anti-T.
serrulatus também foi testado por De Oliveira et al., a analise de Western Blott da
peconha de T. obscurus, mostrou que o soro nao reconhece todas as toxinas deste
escorpiao, demonstrando assim que os componentes da pegonha de T. obscurus e T.

serrulatus ndo sao antigenicamente semelhantes [17].
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O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a toxicidade in vivo da
peconha de T. obscurus em mamifero e avaliar o reconhecimento in vitro de dois soros
pela peconha desta espécie. Um deles foi um soro comercial e o outro foi um soro
anti-Tityus obscurus, desenvolvido neste trabalho empregando camundongos. Os
soros anti-T. obscurus e comercial também foram avaliados na sua capacidade para

neutralizar os efeitos toxicos da pegonha, utilizando-se 3 vezes a DLso.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. EXTRACAO DAS PECONHAS

A peconha de T. obscurus foi obtida por meio de eletroestimulacdo na base do télson
do escorpiao, utilizando uma fonte de 12V com intervalo de tempo de 1 segundo, entre
cada estimulo. As extragdes foram realizadas a cada 15 dias, e a pegonha coletada
em microtubos plasticos do tipo eppendorff de 1,5 mL, centrifugada e armazenada a

uma temperatura de -20°C até sua utilizagao.

2.2. DOSAGEM PROTEICA
Determinamos a concentragdo da peg¢onha pelo método de espectrofotometria nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm de acordo com Harris & Angal [18].
Abreviadamente, um microlitro de pegonha foi diluido até um volume de 1000 uL e
centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi separado e sua absorbancia medida num espectrofotdmetro Nova 3300UV (Nova
Instruments, Brasil). A absorbancia lida a 280 nm foi multiplicada pelo valor de 0,82
para obter a quantidade de proteina total. O fator 0,82 foi calculado pelo método
padronizado para quantificacao de proteina empregando o reagente BCA (acido
bicinconinico; Thermo Scientific, USA), estabelecido previamente no laboratorio

atraveés de 5 experimentos independentes.
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2.3. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA — SDS PAGE 15%
O perfil eletroforético de distribuicdo das massas moleculares dos componentes
proteicos foi avaliado empregando um gel de 15% de poliacrilamida-bisacrilamida
conforme descrito por Laemmli [19]. Um volume de 2 yL de peconha fresca, com
aproximadamente 220 pg de proteina total foi misturado com o tamp&o de amostra
(20 mM Tris-HCI, 20% SDS, 10% glicerol, 2 mM de mercaptoetanol e 0,2% azul de
bromofenol) e aquecidas a 100°C durante 10 minutos. Apos 0 aquecimento, a mistura
foi centrifugada durante 2 minutos a 3000 rpm, carregadas no gel e submetidas a
separagao em condi¢gbes redutoras. Para a separagao utilizou-se o sistema de
eletroforese miniVE (Hoefer Inc., Alemanha). O gel foi corado com solugao de Azul de
Comassie e as bandas de proteina foram reveladas com uma solugcdo aquosa
contendo 30% (v/v) de etanol e 10%(v/v) de acido acético. O experimento foi realizado

em triplicata.

2.4. DOSE LETAL 50% (DLso)
A dose letal 50% da pegonha de T. obscurus foi determinada por injecao
intraperitoneal (i.p.) de doses crescentes de pegonha bruta fresca diluidas em solugao
salina (NaCl 0,9%), seguindo-se o protocolo da Organizagdo Mundial da Saude [20].
Foram realizados 3 experimentos independentes, cada dose foi testada em réplicas
de cinco camundongos machos e fémeas da linhagem Swiss. Os camundongos
tiveram massas entre 18g e 229 e as doses utilizadas variaram de 1,25 a 13,0 mg de
peconha por kg de camundongo (mg/kg). O volume de injecao foi de 200 yL e como
controle negativo foi injetado solugao salina. A taxa de sobrevivéncia dos animais foi
observada até 48 h apds a inoculagao da pegonha e a DLso foi calculada utilizando o
metodo estatistico de Probit. Este trabalho foi aprovado pela Comissao de ética no

uso de animais-UFOPA N° 09010-2016.



20

2.5. IMUNIZACAO
Cinco camundongos balb/c de 18 g foram inoculados por primeira vez, via i.p., com 5
Mg de pegonha na presenca de adjuvante completo de Freund. Apos 15 dias da
primeira imunizacao foi realizado o primeiro reforco, via i.p., utilizando a metade da
quantidade de pecgonha inoculada na primeira imunizagao, junto com adjuvante
incompleto de Freund. Posteriormente, mais sete reforgos foram administrados, via
i.p., a cada 15 dias e com a mesma dose de antigeno utilizada no primeiro reforgo; o
ultimo reforgo do antigeno foi em solugao salina. Antes da primeira imunizagao e apos
a terceira imunizagao foram extraidas pequenas amostras do sangue para avaliar o
desenvolvimento da resposta imune. Finalmente, apds sete reforgos os animais foram

submetidos a exsanguinac¢ao por pung¢ao cardiaca [21].

2.6. ENSAIO DE IMUNOABSORGAO ENZIMATICA - ELISA

Para o teste de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) foram utilizadas
microplacas de 96 poc¢os, nas quais foram aplicados, em triplicatas, 100 uL de solucao
de pegonha (10 pg/mL) por pogo e a placa incubada a 37°C durante 1h. Apos este
periodo, a placa foi lavada com solugdo de Tween 0,1% e, em seguida, bloqueada
com Albumina sérica bovina (BSA) a 0,5% e incubada por 2 h a 37°C. Transcorrido
este periodo, a placa foi novamente lavada com Tween 0,1% e o soro de camundongo
foi adicionado em varias diluigdes para avaliar o seu reconhecimento pelos antigenos
da pegonha. Na reacéo de revelagao utilizou-se o reagente O-phenyldiamine (OPD) e
sua absorbancia foi medida a 490 nm no leitor de placas Synergy/HTX. Foram
realizadas a ftitulagdo do soro pré-imune, retirado dos camundongos antes da
imunizagao, também do soro obtido na primeira sangria e do soro Hiperimune extraido
ao final das imunizacdes, contra a peconha de T. obscurus e similarmente foram

realizados testes de ELISA da peconha de T. obscurus contra o soro antiescorpidnico
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comercial e da peconha de T. serrulatus contra seu soro comercial e o soro produzido
em camundongo Anti-T. obscurus [22]. Os graficos foram realizados utilizando o
programa GraphPad Prism 9 e os titulos de anticorpos determinados por regressao

linear.

2.7. ENSAIOS DE WESTERN BLOTT

Os componentes da pegonha de T. obscurus e T. serrulatus foram separados
por SDS-PAGE como descrito pela técnica de Laemmli, e transferidos sob corrente
elétrica constante para uma membrana de nitrocelulose. As proteinas presentes na
membrana foram entdo submetidas a caracterizagdo imunoenzimatica utilizando o
soro especifico produzido contra a pecgonha T. obscurus e um dos soros
antiescorpidnicos comerciais. A membrana foi lavada com PBS e incubada com uma
diluicao de anticorpos 1:1000 durante 1h a 25°C. Posteriormente foi incubada com
anticorpos anti-lgG acoplados a enzima peroxidase de rabanete e revelada com OPD

[19].

2.8. ENSAIO DE SORONEUTRALIZACAO

A neutralizag¢ao da atividade letal da peconha do escorpido T. obscurus com 0 soro
produzido em camundongo e o soro comercial foi realizada seguindo a metodologia
empregada por BOGARIN et al. e a WHO [20,23]. Aliquotas de 100 pL de diluicdes
seriadas dos soros anti-T. obscurus ou soro comercial foram misturadas com igual
volume de solugao de peconha T. obscurus ou T. serrulatus na concentragao de trés
vezes a DLso. Como controle negativo da neutralizagao foi utilizada a solugdo de
peconha contendo trés DLso € como controle positivo foi utilizada a minima diluicao do

soro antiescorpidnico e do soro de camundongo anti-T. obscurus. As misturas de
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peconha/soro e controles foram incubadas a 37°C durante 30 minutos, seguida da

inoculagao, via i.p, em camundongos e as mortes registradas dentro das 48 horas.
3. RESULTADOS

3.1. DISTRIBUICAO DAS MASSAS MOLECULARES DAS PROTEINAS DA
PECONHA DE T. obscurus
A peconha bruta de T. obscurus foi separada em triplicata em um gel de
poliacrilamida a 15%. No perfil eletroforético (figura 2) foram evidenciadas bandas com
massas relativas variando de 100 kDa a 37 kDa, que correspondem aos componentes
com altas massas moleculares. Destaca-se também trés bandas intensas, uma abaixo
de 50 kDa, outra acima dos 25 kDa e uma banda alargada e intensa ao redor de 10
kDa. Esta ultima corresponde aos peptideos, componentes de maior abundancia na

peconha destes animais.
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Figura 1. SDS-PAGE 15% da pegonha bruta de T. obscurus. Colunas identificadas: P, 2 UL de pegonha
bruta ou 220 ug de proteina total; M, Padrao de massas moleculares de proteina.
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3.2. ENSAIO DE TOXICIDADE DA PECONHA DE T. obscurus

A peconha de T. obscurus apresentou atividade letal em camundongo, as
manifestagbes sistémicas e comportamentais foram perceptiveis em todos os grupos
de camundongos, tais como sinais de agitacao, dificuldade de respiragao, diminuigao
na locomocao, sialorreia, transpiracao e espasmos foram observados em todas as
doses injetadas. Os sinais apareceram, aproximadamente, 10 minutos apos a inje¢ao,
persistindo por horas. A Tabela 1, apresenta os numeros de animais mortos por cada
dose para os trés experimentos independentes. Nos dois primeiros experimentos,
todas as mortes ocorreram a partir de 12 h do inicio da inje¢ao, no entanto, no ultimo
as mortes comegaram em 2 h. A dose de 1,25 mg/kg nao foi letal para nenhum dos
grupos de camundongos, e apenas houve uma morte na dose de 2,5 mg/kg de massa
corporea de camundongo. Nas demais doses o numero de mortes foi similar em todos
os experimentos. A DLso determinada pela analise de Probit foi igual a 3,54 mg/kg de

massa corporea de camundongo.

Tabela 1. Taxa de mortalidade por cada experimento de toxicidade realizado.

Doses (mg/kg)

Experimento 1,25 2,5 5,0 7,0 9,0 11,0 13,0
01 0 0 01 03 03 04 05
02 0 0 03 03 04 05 03

03 0 01 04 05 05 05 05
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3.3. OBTENCAO DE SORO ANTIESCORPIONICO E AVALIACAO DO

RECONHECIMENTO DA PECONHA DE T. obscurus

Um volume aproximado de 2,5 mL do soro hiperimune (figura 2) foi obtido a

partir da imunizagao dos cincos camundongos.

Figura 2. Soro de camundongos imunizados com pegonha de T. obscurus.

A Fig. 3 apresenta os resultados do teste de ELISA, onde o soro pré-imune
mostrou que nao ha reconhecimento pela pegonha de T. obscurus, apresentando uma
linha horizontal e com valores praticamente constantes, sem presencga de titulo e,
portanto, comprovando a auséncia de anticorpos contra T. obscurus no soro dos
camundongos antes das imunizagdes. O soro de 1% sangria apresentou um baixo
reconhecimento pela pegonha de T. obscurus, com um titulo de 984 (Figura 3). Esse
resultado comprova que até o terceiro reforgo de imunizagdo, os camundongos ja
apresentavam uma boa resposta imunoldgica contra a pegonha de T. obscurus. O
reconhecimento do soro Hiperimune anti- T. obscurus, extraido dos camundongos ao
final de todos os reforgos de imunizagdo, apresentou um bom reconhecimento pela
peconha deste escorpido, com titulo de 25644. Vale ressaltar que o valor do titulo foi
alcangado com uma dilui¢ao (1:1000) do soro hiperimune, pois quando adicionado na

diluicdo (1:1) alcangou o seu maximo de reconhecimento, nao permitindo a
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determinacao do titulo. Quanto ao soro comercial, este ndo reconheceu a peconha de

T. obscurus, tendo em vista de que apresentou uma linha de tendéncia semelhante

ao do soro pré-imune.

0.4+ ,
-o- Soro preimune
" -4+ 1a. Sangria
T ' - Soro Hiperimune
: .
S 0.2- Soro Comercial
.
<
0.1+
00 T 1 1
0 2 4 6
log(Diluicao)

Figura 3. Reconhecimento de T. obscurus pelos soros pré-imune, 12 sangria, hiperimune e soro
comercial.

Nos ensaios do soro comercial puro com a peg¢onha de T. serrulatus, nao foi
possivel a determinagao do titulo e, entdo, outro ensaio com o soro comercial, na
diluicao 1:1000, foi realizado e obteve-se o titulo de 694 ,4 (Fig. 4).

O reconhecimento do soro hiperimune anti-T. obscurus, pela peconha de T.
serrulatus, na diluicdo 1:1000, demonstrou que os anticorpos produzidos em
camundongos contra T. obscurus foram capazes de reconhecer a pegonha de T.

serrulatus, apresentando um titulo igual a 525.



26

0.25-
-~ Soro T.obscurus

0.20 % - Soro T. serrulatus

A(490 nm)
©o o o
o - -
(3] o (3]
] [ | ]

0.00 T T 1

Log(Diluicao)

Figura 4. Reconhecimento da pegonha de T. serrulatus pelos soros anti-T. obscurus e soro comercial
na diluicdo de 1:1000.

Na técnica de Western blott, o soro produzido em camundongo foi capaz de
reconhecer varias bandas de proteinas da peconha de T. obscurus, tanto bandas de
baixo quanto alto peso molecular (Fig. 5A). Este soro também foi capaz de reconhecer
os peptideos da pegonha de T. serrulatus (Fig. 5B). Por outro lado, o soro comercial
anti-T. serrulatus néao foi capaz de reconhecer banda alguma, de proteinas ou
peptideos, de T. obscurus transferidos do gel para a membrana de nitrocelulose (Fig.
6B). Porem, o soro comercial especifico anti-T. serrulatus reconhece claramente as

proteinas e peptideos da pegonha de T. serrulatus como mostrado na figura 6A.



27

(B)

(A)

Figura 5. Western Blott do reconhecimento do soro produzido em camundongo. (A) Membrana
com a da pegonha de T. obscurus. (B) Membrana com a peconha de T. serrulatus. Em T, revelado das
proteinas transferidas na membrana utilizando o corante vermelho de Ponceau S. Em R,

reconhecimento das proteinas pelo soro.

T R

(A) (B)

Figura 6. Western Blott do reconhecimento de um soro comercial. (A) Membrana com a pegonha
de T. serrulatus e (B) Membrana com a da pegonha de T. obscurus. Em T, revelado das proteinas
transferidas na membrana utilizando o corante vermelho de Ponceau S. Em R, reconhecimento das

proteinas pelo soro.
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3.4. SORONEUTRALIZACAO IN VIVO DA PECONHA
A Tabela 2 mostra os resultados para a soroneutralizacdo das pegonhas dos
escorpides T. obscurus e T. serrulatus utilizando o soro produzido em camundongo e
o soro comercial, respectivamente. Todos os animais dos trés grupos injetados
manifestaram sinais de envenenamento e apds 3h morreram. Nao houve nenhum
sobrevivente para esses grupos, demonstrando que tanto o soro comercial (anti-T.
serrulatus) como o soro produzido em camundongo n&o neutralizaram os efeitos do
envenenamento causado pelos escorpides T. obscurus e T. serrulatus. A morte dos
animais do grupo controle negativo (G4) também ocorreram apés 3h da injegéo. Os
grupos controles positivos inoculados com os soros anti-T. obscurus (G5) e anti-T.

serrulatus (G6) respectivamente, tiveram camundongos sobreviventes.



Tabela 2. Resultado da soroneutralizagdo em camundongos.

29

Grupo Pegonha (3DL50) X Mortos/injetados Taxa de mortalidade
(N=5) Soro (puro e dil.1:2) (%)
01 T. obscurus x Soro 5/5 100
anti-T.obscurus
02 T. obscurus x Soro 5/5 100
comercial
03 T. serrulatus x Soro 0/5 0
comercial
04 T. obscurus x PBS 5/5 100
(Controle negativo)
05 Soro de camundongo 0/5 0
Anti — T.obscurus
(Controle positivo)
06 Soro comercial 0/5 0

(Controle positivo)
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4. DISCUSSAO

Até o momento o unico soro disponivel no pais, para o tratamento especifico
contra picadas de escorpidao, continua sendo o soro antiescorpidnico produzido em
equino contra a peconha de T. serrulatus, por este ser o escorpido de maior
importancia medica no Brasil, sendo negligenciado o desenvolvimento para outras
espécies de escorpides. No entanto, a capacidade de o soro de equino neutralizar os
efeitos toxicos da pegonha de outras espécies do género Tityus nao tem sido
demonstrada. Alguns pesquisadores, descrevem diversos casos de envenenamentos
no oeste do Para por T. obscurus [3,5,6]. Nesses casos, as vitimas evoluiram para
uma sintomatologia grave havendo necessidade de serem tratadas com até 10
ampolas de soro antiescorpidnico. Esses dados demonstram a falta de especificidade
do soro comercial para a peconha de Tityus obscurus. Além disso, a grande
quantidade de soro antiescorpidnico administrado, pode causar graves efeitos
colaterais nos pacientes, como reagdes anafilaticas. Pesquisas tém mostrado que a
sintomatologia e a composicao da peconha podem mudar em regides para algumas
especies de Tityus, consequentemente afetando a eficacia do soro [14].

Neste trabalho, estudamos a possibilidade de desenvolvimento de um soro
especifico contra a pegonha de T. obscurus e fornecemos novos dados sobre a
toxicidade desta peconha em mamifero. A caracteriza¢ao bioquimica da pegonha do
escorpiao T. obscurus, por analise eletroforética mostrou uma banda com uma massa
relativa por volta de 45kDa, que provavelmente corresponde a hialuronidase, enzima
comum na peconha dos artropodes e esta associada a dispersao das toxinas pelos
tecidos. Também revelou uma banda mais largada e intensa, ao redor de 10 kDa,

correspondente aos peptideos, que sao as principais toxinas responsaveis pelos
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sintomas de envenenamentos graves e representam a maior parte dos constituintes
da peconha [12,24].

Na atividade biolégica, a pegonha de T. obscurus induziu atividade letal em
camundongos, demonstrando uma alta toxicidade com o valor da DLso de 3,54 mg/kg.
Os sintomas de envenenamento observados nesse estudo sao semelhantes aos
descritos para outros escorpides. Foi possivel observar agitagdo, dificuldade de
respiragao, sialorreia, transpiracao, espasmos, diminui¢do na locomog¢ao, sudorese,
palpebra “cai da” e espasmos. Alguns pesquisadores tém demonstrado que as
neurotoxinas presentes na pegonha de T. obscurus exercem efeito em canais para
sodio e potassio de células excitaveis como neurdnios e musculos. Esses canais
ibnicos modulam as diversas atividades celulares e, portanto, qualquer acdo pode
afetar o funcionamento normal do organismo [11]. No envenenamento por T. obscurus
alguns pacientes relatam uma sensagao continua de choque elétrico, este sintoma
que era apenas descrito nesta espécie, recentemente foi reportado nas espécies T.
strandi e T. apiacas ambas encontradas na Regidao Amazdnica [9]. A dose letal de T.
obscurus foi determinada por alguns autores. Nishikawa, et al., considera a especie
moderadamente toxica, com DLso de 12,13 mg/kg e Santos-da-Silva et al,
encontraram uma dose letal de 3,13 mg/kg. Comparando o valor encontrado em nosso
trabalho para a dose letal (DLso) de T. obscurus, observa-se que esta foi quatro vezes
menor do que o relatado por Nishikawa, et al. [15]. Vale ressaltar que as doses letais
descritas por esses autores foram determinadas a partir de apenas um experimento e
com a pegonha de T. obscurus, liofilizada e congelada. Os nossos experimentos foram
realizados em triplicata e a pegonha utilizada nao passou por nenhum metodo de
secagem e congelamento. A pegonha foi coletada e preparada minutos antes dos

ensaios, portanto este resultado nos mostra que a toxicidade da peconha fresca é
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maior do que quando liofilizada e congelada. Isto provavelmente ocorre porque uma
secagem inadequada pode causar alteragbes na estrutura conformacional das

proteinas ou uma possivel oxidagao de alguns de seus componentes [15,16,25].

Os resultados de ELISA mostraram que os anticorpos produzidos em
camundongos reconheceram a peconha de T. obscurus, alcangando titulo de 25644,
este valor esta acima da média de 320 para anticorpos produzidos com um
reconhecimento adequado pelo seu antigeno e revelados no sistema OPD. O soro
comercial apresentou reconhecimento pela peconha de T. serrulatus, no entanto,
nenhum reconhecimento pela peconha de T. obscurus. Este resultado corrobora com
os estudos de Nishikawa et al., em que os testes de Elisa do soro comercial com a
peconha de T. obscurus tiveram titulos de anticorpos mais baixos contra essa peconha

[15].

Os resultados para o reconhecimento das proteinas da pegonha de 7. obscurus
pelo soro comercial corroboram com as analises de Western Blot descritas nos
trabalhos de De Oliveira et al., o qual mostrou que o soro anti-T. serrulatus nao
reconhece todas as toxinas de T. obscurus, confirmando que os componentes da

peconha de T. obscurus e T. serrulatus ndo sao antigenicamente semelhantes [17].

A soro neutralizacao da pegconha de T. obscurus e T. serrulatus, com soro
comercial, mostrou que este soro nao neutraliza as toxinas de ambas pegonhas. Estes
resultados sao condizentes com relatos de envenenamento por 7. obscurus, em que
0 soro comercial ndo reduziu as manifestacbes neuromusculares, mesmo apés a
administragao de uma grande quantidade de soro. A variabilidade que ocorre na
composi¢cao das pegonhas de T. obscurus e T. serrulatus, possivelmente devido ao
isolamento geografico, pode estar relacionada com a falta de especificidade do soro

comercial anti-T. serrulatus para esta outra especie [6,16]. Alem disso, como nao
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ocorreu neutralizacao de ambas peconhas com soro anti-T. obscurus, desenvolvido
neste estudo, isto indica que possivelmente os peptideos da pegonha de T. obscurus
nao sao bons imunogénicos e, portanto, outros métodos de preparagdo desses

antigenos precisam ser verificados, afim de obter uma imunizacéo mais eficaz.

5. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a pegonha de T. obscurus apresenta alta toxicidade
em camundongo, com uma DLso de 3,54 mg/kg. O reconhecimento de anticorpos
produzidos em camundongos contra esta pegonha mostra que o soro comercial nao
reconhece a peconha de T. obscurus, enquanto que o soro anti-T. obscurus
reconhece ambas peg¢onhas, de T. obscurus e T. serrulatus. Nos testes in vivo o soro
comercial ndo foi capaz de neutralizar o envenenamento por 7. obscurus em
camundongos, também ndo houve neutralizacdo desta peconha pelo nosso soro
produzido em camundongo. Esses resultados sao consistentes com os relatos de
ineficacia do soro comercial para o envenenamento de T. obscurus e, além disso,
demonstram que a pecgonha desses escorpibes nao s&o antigenicamente
semelhantes, além de que as toxinas de T. obscurus nao sdo bons imunogénicos.
Portanto, novos estudos devem ser direcionados a testes de imunigencidade das
toxinas de T. obscurus. Vale ressaltar que este trabalho € o primeiro estudo de

desenvolvimento de soroterapico especifico contra T. obscurus.
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