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RESUMO

Butkeraitis, Carla Bogri. Estudo dos efeitos dos venenos de artrépodes (Phoneutria
nigriventer e Tityus serrulatus) e suas fracdes sobre a regulagdo térmica em ratos.

102f. Dissertacao (Toxinologia). Instituto Butantan, 2014.

A temperatura corporal é controlada principalmente pelo hipotdlamo garantindo o
bom funcionamento de vias metabdlicas. Acidentes com Phoneutria nigriventer e
Tityus serrulatus podem causar diversos sintomas: hipotermia e/ou hipertermia,
sudorese e tremor que podem estar relacionados a termorregulacéo. Este trabalho
tem como objetivo analisar e identificar componentes dos venenos com acao sobre a
termorregulacdo e verificar possiveis mecanismos de acdo. Os venenos foram
separados em pools por filtracdo em gel, e gel de eletroforese para confirmacédo da
eficacia da separacdo. Os venenos foram testados em bioensaio de temperatura em
ratos. Um sensor térmico foi implantado subcutaneamente na porcdo dorsal para
registro de temperatura. O veneno de Phoneutria nigriventer mostrou acao
hipotérmica em ratos e o de Tityus serrulatus mostrou acédo hipertérmica. Os pools
dos venenos também foram testados; o pool Il de veneno de ambos tiveram acao
hipotérmica e o pool lll, agdo hipertérmica. As etapas posteriores foram realizadas
com o veneno de Phoneutria nigriventer. Os pools Il e 11l foram separados por CLAE
em picos. Os picos 8 e 13 do pool Il mostraram acéo hipertérmica, assim como 0s
picos 30 e 31 do pool lll. O pico 29 do pool Il mostrou acdo hipotérmica. Os picos
29, 30 e 31 foram repurificados e retestados, mas sem resultados significativos. Para
estudar os mecanismos de acao, o pico 13 do pool Il foi testado em conjunto com o
Dantrolene, um medicamento utilizado contra hipertermia maligna. Os resultados
mostraram que o Dantrolene ndo diminuiu a temperatura em animais saudaveis, ja
gue ele age em canais de célcio que podem estar modificado em pacientes com a
doenca. O LPS, um pir6geno exdgeno, seria testado com o pico que desse acao
hipotérmica, entretanto o pico 29 néo revelou efeito apos repurificacdo. O pico 13
também foi testado em glioblastomas humanos U87, revelou ndo ser citotoxico. Os
picos 8 e 13, foram passados por espectrometria de massas revelando massas
semelhantes a familia das Taquicininas e das Ctenotoxinas, ambas com ac¢fes
sobre o sistema nervoso, sendo as Ctenotoxinas neurotdxicas. Os picos 29, 30 e 31

foram testados em cultura de células neurobasais obtidas de hipotalamo, todos os



picos tiveram uma queda estatisticamente significativa na viabilidade celular em
concentracfes mais baixas apos periodo de incubacao de 24 horas. Em 6 horas de
incubacdo, os dados estatisticos mostram que os picos 30 e 31 aumentaram a
viabilidade das células em concentracbes mais altas. O pico repurificado 30b foi
sequenciado por degradacdo de Edman, e parte do peptideo revelou 100% de
homologia com a Tx2-6 de Phoneutria nigriventer, que é uma neurotoxina inibidora
irreversivel de NAV e causa sudorese. Ratos sao bastante resistentes em alterar sua
temperatura, desta forma variacdes de 1 grau na temperatura corpérea sédo bastante
significativas. As moléculas do isoladas do veneno podem agir por sinergismo ou
somatéria e ou ainda podem apresentar efeitos antagbnicos. Estudo de toxinas
animais sdo uma fonte de novas biomoléculas e o desenvolvimento de novos
farmacos. Toxinas com acdo na termorregulacdo sdo pouco estudadas e ainda

precisam ser melhor caracterizadas.

Palavras-chave: termorregulacdo, ratos, Phoneutria nigriventer, Tityus serrulatus,

neurotoxinas



ABSTRACT

Butkeraitis, Carla Bogri. Study of the effects of arthropod venoms (Phoneutria
nigriventer and Tityus serrulatus) and its fractions on thermoregulation in rats. 102p.

Dissertation (Toxinology). Butantan Institute, 2014.

Body temperature is controlled mainly by the hypothalamus ensuring the proper
functioning of metabolic pathways. Accidents with Phoneutria nigriventer and Tityus
serrulatus can cause various symptoms: hypothermia and/or hyperthermia, sweating
and tremor that may be related to thermoregulation. This work aims to analyze and
identify components of venoms acting on thermoregulation and to assess possible
mechanisms of action. The venoms were separated into pools by gel filtration and gel
electrophoresis to confirm the effectiveness of the separation. The venoms were
tested in temperature bioassay in rats. A thermal sensor was implanted
subcutaneously in the neck for recording temperature. The venom of Phoneutria
nigriventer showed and hypothermic action in rats and Tityus serrulatus showed
hyperthermic action. Pools of venoms were also tested; the pool Il of venom both had
hypothermic action and pool Ill, hyperthermic action. Subsequent steps were
performed exclusively with the venom of Phoneutria nigriventer. The pools Il and Il
were separated by HPLC on peaks. The peaks 8 and 13 of pool Il showed
hyperthermic action, as well as the peaks 30 and 31 of pool Ill. The peak 29 of pool IlI
showed hypothermic action. The peaks 29, 30 and 31 were repurified and retested,
but without significant results. To study the mechanisms of action, the peak 13 of pool
Il was tested in animals pretreated with Dantrolene, a drug used against malignant
hyperthermia. The results showed that dantrolene did not decrease the temperature of
healthy animals, as it acts on calcium channels that can be only modified in patients
with the disease. The LPS, an exogenous pyrogen, would be tested with the peak of
this hypothermic action, however the peak 29 showed no effect after repurification.
The peak 13 was also tested in human glioblastoma U87, revealed not to be cytotoxic.
The peaks 8 and 13, were performed by means of mass spectrometry revealing
similar masses family of Tachykinins and Ctenitoxins, both actions on the nervous
system. The peaks 29, 30 and 31 were tested in cultured hypothalamus neurobasal
cells, all the peaks showed a statistically significant decrease in cell viability at lower



concentrations after for 24 hours of incubation. At 6 hours of incubation, the statistics
showed that the peaks 30 and 31 increased the viability of cells in higher
concentrations. The repurified peak 30b was sequenced by Edman degradation and
part of the peptide revealed 100% homology with Tx2-6 of Phoneutria nigriventer,
which is an NAV inhibitor irreversible neurotoxin and cause sweating. Rats are
resistant to change its temperature, thus variations in body temperature ranging only 1
degree could be considered quite significant. Molecules isolated from the venom may
act for summation or synergistically and other peptides present in the venom can act
in opposite effect. Study of animal toxins are a source of new biomolecules and drug
development. Toxins that act on thermoregulation are little studied and need further

characterized.

Keywords: thermoregulation, rats, Phoneutria nigriventer, Tityus serrulatus,

neurotoxins.
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1 - INTRODUCAO:

1.1 - Termorregulagéo:

Todos os organismos apresentam uma faixa de temperatura no qual seu
metabolismo melhor se adapta e este intervalo pode ser restrito ou amplo,
dependendo do ser vivo e de suas necessidades. Entretanto, a maioria dos seres
Vivos ndo consegue, necessariamente, manter seu ciclo de vida normal em qualquer
temperatura dentro da sua respectiva faixa. Portanto, estas extremidades de
temperatura delimitam a sobrevida de algumas espécies. O tempo de exposicdo a
essas temperaturas extremas pode ser tolerado por alguns minutos, mas pode ser
letal quando se trata de horas de exposicdo. Ja que a temperatura ambiente também

tem influéncia sobre a temperatura interna dos animais (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

De acordo com estudos sobre a regulacdo da temperatura corporal, as
espécies podem ser divididas em dois grupos; endotérmicas e exotérmicas. As
espécies endotérmicas apresentam taxa metabdlica elevada se comparada com as
espécies exotérmicas. Os animais endotérmicos (aves e mamiferos) mantém o
controle da temperatura corporal de forma dependente da geracdo e dissipacdo de
calor interno através de processos metabdlicos, e as espécies exotérmicas (répteis,
anfibios, peixes, etc.) garantem essa regulacdo através de alteracdes
comportamentais, na tentativa de controlar a transferéncia de calor entre seus
corpos e o ambiente (CRAWSHAW, 1980).

Durante a evolucdo filogenética, o surgimento dos endotérmicos
(homeotérmicos) foi um fator importante, ja que adquiriram um metabolismo eficiente
e relativamente independente das condicdes ambientais. Diversos processos
metabdlicos tém seu efeito acelerado em fungdo de um aumento da temperatura,
como por exemplo, 0 consumo de oxigénio. As espécies homeotérmicas conseguem
regular sua temperatura corporal por um sistema de equilibrio entre o calor

produzido e o calor dissipado. Este sistema regulador requer sensibilidade para o
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controle das varidveis e permite a sobrevivéncia destes animais em ambientes mais
diversificados (AUERBACH, 2001). Embora os mecanismos que envolvem a
homeotermia tendem a manter a temperatura corporal estabilizada, nem sempre
podem prevenir a variacdo da temperatura, em resposta a um desequilibrio térmico
interno ou proveniente do ambiente em que este organismo se encontre. Outra
desvantagem estad relacionada com o0 consumo energético alto do organismo
endotérmico, este necessita se alimentar bem mais frequentemente do que um
organismo exotérmico (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

Sabe-se que existem nos organismos tecidos e 0rgdos que sdo capazes de
estimular respostas da temperatura auxiliando na modulacéo da temperatura interna.
Esta temperatura interna é geralmente superior em 1°C se comparada com a
temperatura periférica do corpo. Algumas destas areas sdo as visceras abdominais,
corddo espinhal, hipotdlamo e porcéo inferior do tronco cerebral. A superficie
corpOrea dos organismos superiores € inteiramente suprida de estruturas sensitivas
termorreceptoras que produzem as sensagdes de frio e de calor, denominados de
receptores de Krause e receptores de Ruffini, respectivamente. A associacao das
sensacdes de ambos os receptores modelam a intensidade de frio ou calor. Esses
receptores sdo ativados ou inibidos dentro de um limiar de temperatura. Os
receptores de Krause sdo ativados com mais intensidade entre 25°C e 27°C e
inibidos entre 40°C e 45°C, ja os receptores de Ruffini sdo ativados com mais
intensidade entre 40°C e 45°C e inibidos entre 25°C e 27°C. Receptores para dor
também apresentam uma funcdo termossensivel, entretanto para o contato da pele
com temperaturas extremas para evitar lesdes (CRAWSHAW, 1980; MAGALHAES
et al, 2001).

A area do sistema nervoso central com maior sensibilidade térmica € a regido
denominada Area Hipotalamica / Area Pré-optica (POAH), onde informacdes de frio
ou calor provocam respostas autondémicas e comportamentais de ganho ou perda de
calor. Para haver equilibrio térmico, ha necessidade de um ajuste fino do ganho ou
da perda de calor, que é resultado da atuacdo de um complexo mecanismo de feed-
back, envolvendo a area pré-6ptica do hipotdlamo anterior, chamado centro
termorregulador (AUERBACH, 2001; CABANAC, 2006)
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A condicdo térmica informada pelos receptores de Krause e Ruffini é
analisada pelo centro termorregulador hipotalamico e um parametro de temperatura
é utilizado como ponto de referéncia (set-point) que determina se deve haver
aumento ou diminuicdo da temperatura corporal. Os tipos de respostas

termorreguladoras do organismo s&o:

- Geracao de calor: tremor, aumento do metabolismo basal, producéo de calor pelo
tecido adiposo marrom (presente em recém-nascidos e em pequenos mamiferos) e

producéo de tiroxina pela tireoide.

- Conservacao de calor: piloerecao, inibicdo da sudorese, controle comportamental e

vasoconstricao periférica.

- Perda de calor: controle comportamental (posturas ou posi¢cao do corpo), ofegacao
em alguns animais, vasodilatacdo periférica e sudorese (MAGALHAES et al, 2001;
SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

O calor produzido metabolicamente no corpo € somado ao calor absorvido por
radiacdo, conducao, conveccao e evaporacdo que é produzido principalmente por
parte do coracgdo, do figado e da contracdo de musculo esquelético. Os mecanismos
de radiacdo, conducéo, convecc¢do e evaporacdo estao representados na figura 1 e
podem ser explicados da seguinte forma: a conducdo ocorre através da
transferéncia de energia cinética (calor) entre dois ou mais corpos fisicos, no qual o
corpo com maior temperatura perde calor para o de menor temperatura; A
conveccao, mais precisamente, ocorre entre um corpo solido e um fluido, como o
fluido esta constantemente em movimento, a troca de energia cinética é mais rapida,
ja que a parte em contato com o sélido esta sempre sendo reposta; A radiacdo nao
ocorre por contato fisico, qualquer corpo acima do zero absoluto pode emitir
radiacdo. A transferéncia de calor ocorre entre superficies com processo de troca
por radiacdo, o corpo que emite maior radiacdo transmite calor para o corpo que
emite menos radiacdo; E a evaporacdo ocorre quando a agua eliminada pela pele
rouba calor do corpo e evapora, a agua possui um calor especifico muito alto, ou
seja, é necessaria uma grande quantidade de calor para que a agua eleve sua
temperatura (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).
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7

Todo o processo envolvido no controle da temperatura corpérea é muito
complexo e nédo foge de falhas. Existem cinco estados térmicos conhecidos e dois
deles ocorrem por falhas no sistema de controle de temperatura, hipotermia e
hipertermia. Quando o corpo se encontra em estado normal, com temperatura basal
tipica da espécie, o corpo estd em eutermia. No caso de humanos a temperatura
normal varia entre 36°C e 37°C devido ao ciclo circadiano. Os outros dois estados
térmicos sao a febre e a anapirexia que serao tratados mais adiante (SCARPELLINI
& BICEGO; 2010).

Evaporagao
(respiratoéria)

=>

Radiacao
solar

I:> Evaporagao
(suor)

\

Convecgao
E> (pele/ar)

Convecgao
(pele/sangue)

{Radiagdor)

{}

Conducdo Radiagao térmica

M it b ol il b Al ’,"'""“‘

AW

Figura 1 - Mecanismos de perda ou ganho de calor: conducéo, convecc¢éo, evaporacao e radiagédo. A
condugédo pode ser por contato direto com o solo, a radiagdo pode vir diretamente do sol
ou reflexdo da atmosfera ou solo. A convecgado por entre pele e sangue ou pele e ar e a
evaporacao por suor ou respiragao.

A hipotermia é uma das falhas que podem ocorrer no mecanismo de
termorregulacédo, diferente da anapirexia que € uma reducdo na temperatura
corporal de forma regulada (alteragcdo no set-point) frente, principalmente, a baixos
niveis de 0, e outras injurias. Considera-se hipotermia a diminuicdo da temperatura

corporal a niveis abaixo de 35 °C, e como consequéncia desta diminuicdo ocorre um
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abrandamento da atividade enzimética, ineficiéncia das vias metabolicas
dependentes de 0, e vasoconstricdo periférica. A vasoconstricdo periférica, como o
préprio nome diz é a constricAo dos vasos sanguineos periféricos ao corpo,
inervados por fibras simpaticas, liberando noradrenalina (SCARPELLINI & BICEGO,
2010; GORDON, 1993).

A febre ocorre quando h& um distarbio centro termorregulador, no qual atua
como se houvesse uma elevacao no parametro do set-point hipotalamico. Segundo
Stern (1977), a maneira mais comum, na pratica clinica, de elevacédo do set-point é
através do pirdgeno enddégeno, produzido pelas células polimorfonucleares
estimuladas pelo processo inflamatério. Na febre por pirégeno enddgeno (infeccoes,
alergia, doencas do colageno e neoplasias) o set-point hipotalamico esta elevado e o
paciente sente frio, apresenta piloerecdo, extremidades frias, sudorese ausente ou
minima e a posicdo do corpo tende a diminuir a superficie corpérea em contato com
0 meio externo. Nesses casos, o tratamento adequado é atuar nesse set-point com

antipiréticos.

Por outro lado a febre também pode ser induzida por pirégenos exdgenos. O
LPS é um bem conhecido pir6geno exdgeno, e € encontrado na parede celular de
bactérias Gram-negativas patogénicas como E. coli, Salmonella, Pseudomonas, ect.
O lipideo A é a porcao ativa do LPS, e assim que é fagocitado por células do
organismo, ocorre a producéo de pirdgenos enddégenos. Estes passam pela barreira
hematoenceféalica e alteram o ponto regulador de temperatura do hipotalamo anterior
(ALEXANDER & FEWELL, 2011).

Outras substancias tais como DDT ou radiacdo podem ter uma acgao direta
sobre o hipotalamo (STERN, 1977). Gordon (2003) cita que tdoxicos quimicos em
geral causam uma reducdo na temperatura corporal, e que algumas toxinas
provenientes de venenos animais também causam alteracbes na temperatura

corporal e que geralmente constitui um dos efeitos causados pelo envenenamento.
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1.2 - Venenos:

1.2.1 - Veneno de aranha armadeira (Phoneutria nigriventer):

Existem varios estudos caracterizando as fracbes do veneno de Phoneutria
nigriventer. O veneno de Phoneutria nigriventer possui trés fracdes neurotoxicas
(PhTx1, PhTx2 e PhTx3), sendo que a PhTx1 e a PhTx2 provocam elevacdo da
cauda em animais experimentais, agitacao e paralisia espastica do trem posterior. A
PhTx2 também causa salivacdo, lacrimejamento, priapismo, convulsdes e paralisia
espastica do trem anterior e a PhTx3 apenas paralisia flacida dos membros
(ANTUNES & MALAQUE, 2003; BUCARETCHI et al, 2000).

Quanto aos aspectos clinicos, Antunes & Malaque (2003), descrevem o
foneutrismo como apresentando sintomas predominantemente locais, com quadro
sistémico de ocorréncia principalmente em criangas. Em geral, os sintomas sao
variaveis em grau e classificados como leve, moderado e grave, sendo que as
manifestacfes vao desde dor, edema, eritema e sudorese na regido da picada até
vomitos profusos, priapismo, diarréia, bradicardia, hipotensdo, arritmia cardiaca,
edema agudo de pulmé&o e choque. No quadro sistémico, observa-se, entre outros
sintomas, sudorese generalizada em acidentes de intensidade moderada & grave.
Em levantamento realizado entre 1989 e 1998, alteracbes sistémicas com presenca
sudorese ocorreram em 7,5% dos casos com prevaléncia em jovens acima de 15
anos (BUCARETCHI et al, 2000).

Portanto, o veneno da Phoneutria produz alteracbes hemodinamicas de
origem central e periférica. O componente central parece ser mediado pela ativacao
de centros cardiovasculares, causando aumento da descarga simpatica na periferia,
ao passo que o componente periférico parece ser resultante de ativacdo direta de
adrenoreceptores vasculares e/ou liberacdo de catecolaminas de terminacdes
nervosas simpaticas (ANTUNES & MALAQUE, 2003).
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1.2.2 - Toxina de escorpidao amarelo (Tityus serrulatus):

Os escorpifes da Subfamilia Tityinae sdo os mais venenosos da América e
sao encontrados na América do Sul. O Tityus serrulatus e o Tityus bahiensis séo as
duas espécies que melhor representam a subfamilia. A peconha € composta por
neurotoxinas juntamente com outras moléculas, ha varias espécies de escorpides
gue possuem histamina, serotonina e/ou inibidores de proteases. As neurotoxinas
das duas espécies citadas possuem baixo peso molecular e como as demais
espécies de escorpifes, sdo cadeias Unicas ligadas por pontes dissulfidicas
(COLOGNA et al, 2009; NENCIONI,1996) e atuam em canais idnicos, principalmente
de células excitaveis, alterando a liberacdo de neurotransmissores e

consequentemente a transmissao sinaptica (LOUZA, 2006).

O veneno do Tityus serrulatus afeta canais de sédio e potassio, com varios
subtipos de canais Na voltagem dependente, com caracteristicas préprias por
possuirem uma subunidade alfa interagindo com uma ou mais subunidades beta
(LOUZA, 2006). Um dado curioso € que 50% da peconha de escorpibes em geral,
sdo compostos por toxinas contra mamiferos e 2% contra insetos, sendo que a
quantidade para a acao de toxinas em mamiferos € superior ao em insetos, parece
uma situacao logica, pois € preciso uma quantidade maior para se defender de
predadores de grande porte, enquanto os 2% de toxinas anti-insetos sao suficientes
para abater as presas além do fato de que as toxinas escorpibnicas atuam em

neurdnios de acao vital para os insetos (NENCIONE, 1996).

Os venenos de escorpides podem possuir dois tipos de neurotoxinas: tipo alfa
e tipo beta. O Tityus serrulatus, em especial, possui ambos os tipos. Tanto o tipo alfa
como o tipo beta que agem na porc¢ao alfa do canal ibnico. Sabe-se que o primeiro
prolonga o tempo de abertura do canal, inibindo sua inativacdo e o segundo,
modifica o limiar de disparo da célula para valores mais negativos, assim o disparo
acaba sendo espontaneo e repetitivo. Desta forma, os dois tipos de neurotoxinas,
atuando juntos, promovem a abertura do canal mais facilmente e 0 mantém assim
por mais tempo (LOUZA, 2006). Esta abertura prolongada, por sua vez, causa até
mesmo convulsbes no individuo quando inoculado com o0 veneno

(NENCIONE,1996).
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Os canais de potassio controlam a excitabilidade de células nervosas,
repolarizando-as logo apds ocorrido o potencial de agdo, se estes canais forem
bloqueados, a despolarizacdo sera prolongada e os canais de calcio ficardo abertos
por mais tempo, havendo grande liberacdo de neurotransmissores e aumento da
atividade neuronal, induzindo a liberagédo de adrenalina, noradrenalina e acetilna e
causando alteracbes do sistema nervoso autbnomo, distarbios glandulares,
distarbios renais, hipotermia, piloerecdo e alteracdo da contracdo da musculatura
lisa. As neurotoxinas do Tityus serrulatus ndo chegam a bloquear estes canais,

entretanto ha reducao do fluxo ibnico de potassio (NENCIONE, 1996).

Clinicamente, casos de envenenamento por toxina escorpidnica sao
classificados como de acdo leve, moderada ou severa, de acordo com a
sintomatologia local ou sistémica provocada por acles periféricas e centrais. Nos
pacientes com manifestacdes sistémicas, os estimulos centrais acarretam efeitos
simultdneos nos nervos autondmicos simpaticos e parasimpaticos causando acoes
sistémicas antagonicas, como taquicardia e bradicardia, hipotensédo e hipertensao,
sendo que a liberagcdo de acetilcolina pode causar aumentos de glandulas lacrimais,
nasais e sudoriparas e alteracfes no sistema termorregulador, causando tremores
(CRUTTENDEN, 2003).

Segundo Nencioni (1996), a sudorese € um sintoma importante neste tipo de
envenenamento, variando de leve a muito intenso, sob a forma de sudorese fria,
generalizada e abundante, pode ocorrer acompanhado de alteracbes na temperatura
corporea. Fisiologicamente a sudorese é um mecanismo de resfriamento do corpo
através da perda evaporativa de calor, provocada quando a area do hipotalamo
anterior é aquecida, verificando imediatamente por todo o corpo uma sudorese
profusa na pele e uma vasodilatacdo dos vasos sangiineos cutaneos. Os impulsos
provenientes desta area sao transmitidos pelas vias autonémicas para a medula e,
dai pela via simpéatica para a pele de todo o corpo. A epinefrina e a norepinefrina,
secretadas de fibras nervosas simpaticas adrenérgicas, também podem
desencadear a sudorese, tendo um efeito de feed-back positivo nas glandulas

sudoriparas quanto a quantidade destes neurotransmissores produzidos.

Da mesma forma, Bahloul et al (2005) também afirma que a sudorese € um

sintoma importante neste tipo de envenenamento. A hipertemia parece acontecer
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por complicacdes neuroldgicas secundarias ao envenenamento severo que resultam
em coma, falha neurolégica, convulsdo, mioclonia, e febre. Uma das vertentes
tedricas € que estas manifestacdes neurolégicas ocorrem devido a encefalopatia
hipertensiva, causada pela descarga macica de catecolaminas;, quando a

hipertenséo excessiva leva ao desequilibrio do plateau autorregulatorio cerebral.

Sandoval e Lebrun (2003) e Carvalho e colaboradores (1998), descrevem que
a toxina escorpidnica (TsTx) apresenta efeitos neurotoxicos em ratos pelo aumento
da liberacdo dos neurotransmissores das termina¢des nervosas, levando o animal a
apresentar comportamento convulsivo e que ao administrar Dantrolene, um produto
utilizado em clinica para tratamento sintomatico de hipertermia maligna, observa-se
um efeito protetor neuronal e um aumento no tempo de laténcia das convulsdes.
Casos de hipertermia devido a envenenamento por escorpido ja haviam sido
descrito em por Marinkelle & Stahnke (1965) em 50% dos casos observados. Por
outro lado, Bucaretchi et al (1995) e Louza (2005) afirmam que € mais comum
estados de hipotermia serem encontrados nestes pacientes. Num estudo
envolvendo andlise de quadro clinico severo de 14 criancas acidentadas por T.
serrulatus, 4 apresentaram hipotermia e nenhuma hipertemia (BUCARETCHI et al,
1995).

Segundo Cruttenden (2003), nas analises bioquimicas do material decorrente
do envenenamento escorpibnico, foi possivel constatar aumentos significativos nos
niveis de enzimas como aminotransferase, amilase, creatinina quinase e lactato
desidrogenase, além de hiperglicemia, aumento do nivel de acidos graxos livres e
em casos graves aumento das citocinas, mostrando que o veneno bruto € capaz de
induzir resposta inflamatéria mediada por tromboxana A2, leucotrieno e histamina.
Portanto, pode ser considerado, até o momento, que a toxina escorpibnica nao
ultrapassa a barreira hematoencefalica exceto em criancas e mamiferos imaturos
(CRUTTENDEN, 2003).

A maioria das drogas que atuam sobre a regulacdo térmica relaciona-se
principalmente com mediadores inflamatérios. No caso das toxinas de Phoneutria
nigriventer e de Tityus serrulatus os dados clinicos com pessoas acidentadas
apontam para uma acéo sobre o Sistema Nervoso Central, mas ainda nédo foram

descritos a relacdo com proteinas termorreguladoras.
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A figura 2 € um esquema simples e resumido das manifestacdes dos

artropodes trabalhados.

TERMORRECEPTORES

' CORPUSCULO
| DE KRAUSE
@

Phoneutria nigriventer Tityus serrulatus

RESPOSTAS PARA
O CALOR

RESPOSTAS
PARA O FRIO

Figura 2 - Esquema das manifestacbes encontradas por acidentes com Phoneutria nigriventer e
Tityus serrulatus. O sinal de perda ou ganho de calor é iniciado nos termorreceptores
presentes principalmente na pele e enviado ao centro integrador da termorregulacdo, o
hipotadlamo. Assim, o hipotdlamo manda respostas de volta para o corpo que podem
resultar em perda ou ganho de calor. Baseado em Antunes & Malaque (2003), Bahloul
(2005) e Bucaretchi (1995), os venenos de P. nigriventer e de T. serrulatus podem causar
em pacientes sudorese, tremores, vasoconstricdo e/ou vasodilatagéo.
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2 - OBJETIVOS:

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a atividade do veneno de
Phoneutria nigriventer e de Tityus serrulatus, e suas fracbes sobre a temperatura
corporal de ratos jovens.

Sendo assim 0s objetivos especificos sao:

e Verificar quais as acdes que 0s venenos tém sobre a termorregulacéo.

e Separar e identificar algumas moléculas biologicamente ativas para
termorregulagéo.

e |Investigar, através de testes in vivo, possiveis mecanismos de acao
envolvidos na termorregulacao.
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3 - MATERIAL E METODOS:

3.1 - Animais:

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituo

Butantan (CEUAIB) com o numero de protocolo 869/11.

Neste trabalho foram utilizados ratos jovens albinos heterogénicos (Rattus
norvegicus) Wistar-Han, machos, de estado sanitario convencional controlado, com
peso aproximado de 180 gramas, provenientes do Biotério Central do Instituto
Butantan e mantidos no Biotério de Experimentacédo do Laboratorio de Bioquimica e
Biofisica. Estes animais ficaram alojados em estantes ventiladas em grupos de 4 a 6
ratos por gaiola de polipropileno (49 x 34 x 16mm) com cama de maravalha de
Pinnus sp., autoclavada. No prazo de 2 ou 3 dias os animais foram utilizados para a
experimentacdo descrita posteriormente neste trabalho. Os animais foram s&e
alimentados com racdo comercial (Nuvilab CR1- Nuvital) especifica para a espécie,
autoclavada, e agua filtrada; ambos fornecidos “ad libitum”, e mantidos em ambiente

com foto periodo de 12/12 horas luz/escuridao controlado por temporizador L & D.

3.2 - Venenos:

Os venenos de aranha-armadeira (Phoneutria nigriventer) e de escorpido
amarelo (Tityus serrulatus) foram cedidos pela Secdo de Venenos, da Divisdo de
Desenvolvimento Cientifico do Instituto Butantan, na forma liofilizada, variando entre

50 a 60 mg por lote de cada espécie e foram armazenados em freezer (-20 °C).
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3.3 - Fracionamento do veneno de Phoneutria nigriventer e de Tityus serrulatus
por filtracdo em gel:

3.3.1 — Phoneutria nigriventer:

O veneno foi diluido em solugdo de eluicdo de &cido acético 2 %. Apds a
diluicdo, o veneno foi centrifugado por 30 minutos a 955 g em centrifuga MIKRO
200R Hettich Zentrifugen. O sobrenadante foi retirado e o precipitado descartado,
esta etapa se repetiu por mais duas ou trés vezes, totalizando um volume de 1,5 ml
ao final. O veneno foi aplicado em uma coluna de vidro (74 x 2 cm), preenchida com
resina Sephadex G-50M (Sigma). O fluxo de corrida foi mantido em 200 puL/min. As
fracbes foram coletadas com o auxilio de um coletor automatico modelo 2110
fraction collector Bio-Rad®, a cada 1,5ml. Apds a coleta, foi realizada a leitura de
todos os tubos em espectofotdmetro, Pharmacia Biotech, Ultrospec 2000, UV/Visible
Spectrophotometer®, com comprimento de onda de 280 nm. As concentra¢des das
coletas foram calculadas através dos indices de refracdo. Todas as fracdes
coletadas foram agrupadas de acordo com o grafico obtido pela leitura de densidade

Optica. As amostras foram liofilizadas e armazenadas em freezer -20 °C.

3.3.2 — Tityus serrulatus:

O veneno foi diluido em solucao de eluicdo de bicarbonato de aménio 50 mM.
Apoés a diluicdo, o veneno foi centrifugado por 30 minutos a 955 g em centrifuga
MIKRO 200R Hettich Zentrifugen. O sobrenadante foi retirado e o precipitado
descartado, esta etapa se repetiu por mais duas ou trés vezes, totalizando um
volume de 1,5 ml ao final. O veneno foi aplicado em uma coluna de vidro (74 x 2
cm), preenchida com resina Sephadex G-50M (Sigma). O fluxo de corrida foi
mantido em 200 pl/min. As fragbes foram coletadas com o auxilio de um coletor
automatico modelo 2110 fraction collector Bio-Rad®, a cada 1,5ml. Apés a coleta, foi

realizada a leitura de todos os tubos em espectofotobmetro, Pharmacia Biotech,
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Ultrospec 2000, UV/Visible Spectrophotometer®, com comprimento de onda de
280nm. As concentragfes das coletas foram calculadas através dos indices de
refracdo. Todas as fracOes coletadas foram agrupadas de acordo com o gréafico
obtido pela leitura de densidade Optica. As amostras foram liofilizadas e

armazenadas em freezer -20 °C.

3.4 - Eletroforese por SDS-PAGE:

Para analise, tanto do veneno total quanto das fracbes provenientes da
filtracdo em gel, foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % na
presenca de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) (Laemmli, 1970). As amostras foram
diluidas em um mesmo volume de tampao de amostra 5x (350 mM de Tris/HCI; 10 %
de SDS; 30 % de glicerol; 1,2 mg de azul de bromofenol; 9,3 % de 2-
mercaptoetanol) e fervidas em banho seco (AccuBlock™ Digital Dry Bath, Labnet,
Labnet International, Inc.) por 5 minutos. As amostras foram aplicadas no gel e
submetidas a corrente elétrica constante de 110 volts. Os géis foram corados com

azul de Coomassie R-250 e também com nitrato de prata.

3.5 - Avaliacéo da atividade dos venenos brutos de Phoneutria nigriventer e de

Tityus serrulatus sobre a variacdo de temperatura corporal:

Para avaliar o efeito do veneno total na variacdo da temperatura corporal, foi
estabelecido um grupo de seis animais, que foram tratados com 600 ug/Kg (IP) de
veneno bruto de Phoneutria nigriventer. Ja o outro grupo contendo também seis
animais foi tratado com 300 pg/Kg (IP) de veneno bruto de Tityus serrulatus. Para
cada tipo de tratamento também teve o grupo controle, sendo que o0 grupo tratado
com o veneno da Phoneutria nigriventer foi comparado a um grupo controle
contendo oito animais e o0 grupo tratado com o veneno de T. serrulatus foi

comparado com o grupo controle contendo cinco animais.
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Os animais foram anestesiados utilizando a associacdo de Cloridrato de
Ketamina (25 mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina (10 mg/Kg) por via intraperitoneal. Um
sensor de temperatura (ML 309 Thermistor Pod - °C Scale - AdInstruments®) foi
inserido subcutaneamente na regido dorsal do pescoco, conectado a um software de
registro (Lab Chart Powerlab — Windows). O efeito da anestesia é de
aproximadamente 40 minutos, desta forma, apos exatos 30 minutos foi administrado
uma dose sub-letal via intraperitoneal (IP) do veneno e, posteriormente de acordo

com o protocolo estabelecido para cada delineamento.

Como controle foram utilizados animais mantidos nas mesmas condicfes e
submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos que 0S experimentais, mas
nestes foram administrados salina (IP) (0,2 mL). Os controles sé&o realizados em
periodos sazonais, de trés ou quatro animais a cada més e meio aproximadamente,
tendo em vista a variacdo anual da temperatura basal corporal em animais

normotérmicos.

Os dados da variacdo de temperatura corporal, tanto dos controles quanto
dos experimentais foram monitorados a cada 5 minutos por um periodo de 3 horas.
Uma temperatura basal foi calculada para cada animal, esta consiste da média
calculada da faixa de temperatura correspondente de 10 minutos antes a 10 minutos
depois da aplicacdo da toxina nas diferentes etapas descritas acima. A variacdo de
temperatura no decorrer das trés horas de experimentacdo foi calculada pela
diferenca sempre da temperatura basal do respectivo animal com a temperatura que
este possui no exato momento de quinze em quinze minutos. Desta forma é possivel
analisar se o animal estd ganhando ou perdendo calor em relacdo ao inicio do
experimento. Para montagem dos graficos, cada ponto de quinze minutos mostra a
média da variacdo de temperatura de todos os animais de mesmo grupo com 0s

erros padrao.
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3.6 - Avaliacdo da atividade dos pools dos venenos sobre a variagcdo de

temperatura corporal:

Apo6s a obtencéo dos pools dos venenos de Phoneutria nigriventer e de Tityus
serrulatus, como ja descrito no item 3.3, foram estabelecidos cinco grupos contendo
de cinco a nove animais que foram tratados com os pools de P. nigriventer e mais
cinco grupos contendo de trés a cinco animais que foram tratados com os pools de
T. serrulatus. Para o grupo dos animais que foram tratados com os pools de veneno
de P. nigriventer, a dose foi de 600 ug/Kg (IP) e para o grupo de animais tratados
com os pools de veneno de T. serrulatus, a dose foi de 300 pg/Kg (IP). No grupo
controle, tanto dos animais tratados com os pools de veneno de P. nigriventer
qguanto os tratados com os pools do veneno de T. serrulatus, os animais foram
tratados com salina, sendo que o0 grupo controle para P. nigriventer composto por

seis ratos e o grupo controle para T. serrulatus por cinco ratos.

O processo cirdrgico e os equipamentos utilizados nesta etapa foram os

mesmos descritos no item 3.5.

As demais etapas do trabalho foram realizadas somente com o veneno de

Phoneutria nigriventer.

3.7 - Purificacdo dos pools do veneno de Phoneutria nigriventer por

cromatografia liguida de alta performance:

De acordo com os ensaios in vivo, as fragbes (pools) que apresentaram
atividade foram purificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE —
Shimadzu 10-A, software ClassVP), utilizando uma coluna C18 fase reserva
(LiChroCart 250-4 um 250 mm X 46 mm), monitorado por um detector UV variavel
ajustado a 214 nm. Para eluicao foram utilizadas as seguintes solucgdes: (A) 0,1 %
TFA (acido trifluoratico) (MERCK) em agua ultrapura; (B) 10 % da fase movel A em

acetonitrila.
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Os pools do veneno de Phoneutria nigriventer obtidos através da filtracdo em
gel foram purificados em CLAE utilizando em gradiente de 5 % a 100 % de solucao
B em 45 minutos, em fluxo de 1 mL por minuto com as solucdes de eluicdo (fase
movel) ja descritas no item 3.8. Os picos foram coletados, liofilizados e armazenados
a-20 °C.

3.8 — Avaliacédo da atividade dos picos provenientes do veneno de Phoneutria

nigriventer sobre a variagdo da temperatura corporal:

Apbs a identificacdo dos pools que apresentaram atividade sobre a variacdo
de temperatura corporal, obtidos através do fracionamento do veneno de P.
nigriventer, estes foram purificados por cromatografia (CLAE) como descrito no item
3.7. Os picos resultantes desta purificacdo foram coletados e testados para
identificacdo do pico com atividade na variacdo de temperatura corporal. Para o
teste destes picos foram estabelecidos seis grupos contendo de trés a seis animais
para os picos referentes a um dos pools e um grupo controle contendo quatro
animais. J4 para os picos referentes ao segundo pool com atividade sobre a
termorregulacéo foram estabelecidos outros cinco grupos contendo de seis a oito
animais e um grupo controle contendo cinco animais. Todos os animais de todos os
grupos foram tratados com 100 pg/Kg (IP) dos picos determinados, exceto o grupo
controle que foram tratados com salina. Inicialmente os picos escolhidos para testes

in vivo, foram determinados de acordo com o rendimento.

3.9 - Repurificacdo dos picos do veneno de Phoneutria nigriventer por

cromatografia liquida da alta performance:

Com intuito de identificar os compostos que apresentaram atividade, 0s picos
do pool lll, foram repurificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE —
Shimadzu 10-A, software ClassVP), utilizando uma coluna C18 fase reserva

(LiChroCart 250-4 pm 250 mm X 46 mm), monitorado por um detector UV variavel
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ajustado a 214 nm. Para eluicdo foram utilizadas as seguintes solucoes: (A) 0,1 %
TFA (&cido trifluoratico) (MERCK) em agua ultrapura; (B) 10 % da fase movel A em

acetonitrila.

Os picos 28/29, 30 e 31 do pool Il foram purificados em CLAE utilizando
gradiente de 25 % a 100 % de solucdo B em 40 minutos, com fluxo de 1 mL/min.

Apés as coletas, os picos foram liofilizados e armazenados a -20 °C.

3.10 - Avaliacdo da variacdo da temperatura corporal utilizando o
medicamento Dantrolene em conjunto com o pico do veneno de Phoneutria

nigriventer com atividade hipertérmica:

Para avaliar de maneira mais profunda a atividade do pico que apresentou
atividade hipertérmica, foi testado em conjunto com este pico o medicamento
Dantrolene (Sigma Aldrich). O processo cirdrgico e 0os equipamentos utilizados nesta

etapa foram os mesmos descritos no item 3.5.

Para observar a acdo do Dantrolene na variacdo de temperatura corporal,
seguindo o mesmo método descrito no item 3.5, foi testado 10 mg/Kg (IP) de
Dantrolene em um grupo de cinco animais. ApOs a avaliacdo da atividade do
Dantrolene, foi avaliado também a acdo juntamente com o pico que apresentou
atividade hipertérmica. Desta forma, foi determinado um outro grupo contendo trés
animais que foram tratados tanto com Dantrolene (10 mg/Kg) quanto com o pico
com atividade hipertérmica, proveniente do veneno de Phoneutria nigriventer. As
doses utilizadas para o pico em questdo € a mesma descrita no item 3.8. O pico e 0

Dantrolene foram administrados 30 minutos ap0s a aplicacdo da anestesia.
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3.11 - Avaliacao da atividade dos picos repurificados do pool lll do veneno de

Phoneutria nigriventer sobre a variagdo da temperatura corporal:

Apos a identificacdo dos picos do pool Il que apresentaram atividade sobre a
variacdo de temperatura corporal, obtidos através do fracionamento do veneno de P.
nigriventer, estes foram repurificados por cromatografia (CLAE), como descrito no
item 3.9. Os picos resultantes desta repurificacdo foram coletados e também
testados para identificagdo do pico com atividade na variagdo de temperatura
corporal. Para o teste destes picos foram estabelecidos sete grupos referentes aos
picos repurificados 29a, 29b, 29c, 30a, 30b, 31a e 31b, contendo de trés a cinco
animais e um grupo controle contendo cinco animais. Todos os animais foram
tratados com 100 pg/Kg (IP) dos picos repurificados e comparados ao grupo controle

que foi tratado com salina (IP).

3.12 - Avaliacdo da variacdo de temperatura corporal utilizando
lipopolissacrideo de E. coli (LPS) em conjunto com o pico do veneno de

Phoneutria nigriventer com atividade hipotérmica:

Para avaliar a atividade do pico que apresentou atividade hipotérmica, foi
testado em conjunto o LPS de E. coli. O processo cirlrgico e 0s equipamentos

utilizados nesta etapa foram os mesmos descritos no item 3.5.

O lipopolissacarideo (LPS) de bactéria E. coli na forma purificada foi
gentiimente cedido pela Dra. Monamaris Marques Borges do Laboratério de

Bacteriologia do Instituto Butantan.

Portanto, quatro animais foram tratados com 10 pug/Kg (IP) de LPS de E. coli e
apos a avaliacdo da atividade do LPS na variagdo de temperatura corporal, este foi

testado em conjunto com o pico que apresentou atividade hipotérmica.
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3.13 - Identificagcdo por espectrometria de massas dos picos do veneno de

Phoneutria nigriventer com ac¢&o sobre a termorregulagéo:

Apés a identificacdo dos picos que apresentaram alguma atividade sobre a
variacdo de temperatura corporal, estes foram submetidos a identificacdo por
espectrometria de massas pelo Dr. Daniel Carvalho Pimenta no laboratério de
Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan, em um espectrémetro ESI-IT-Tof
(Shimadzu Co., Japéo). As amostras foram diluidas em 50% de acetronitrila em
agua, contendo 0,5% de acido férmico e injetadas diretamente no espectrobmetro de
massas por injecdo manual em um injetor Rheodyne, modo positivo, com fluxo de 50
puL/min, na mesma solucdo usada na diluicdo das amostras. A voltagem da interfase
utilizada foi de 4,5 kV e a voltagem do detector, 1,76 kV, com temperatura de 200°C.
A fragmentacgéo foi por gas de colisdo argbnio, com 50% de energia e 0s espectros
foram obtidos na faixa de 50 a 200 m/z. Os dados obtidos foram analisados pelo
software LCMSsolution (Shimadzu Co., Japdo) e comparadas com o banco de
dados UniProtKB / Swiss-Prot de proteinas do veneno de Phoneutria nigriventer

para identificacao.

3.14 - Andlise da viabilidade celular em cultura de glioblastoma humano U87
dos picos do veneno de Phoneutria nigriventer com acdo sobre a

termorregulacdo em ratos:

Os primeiros picos que apresentaram atividade na termorregulacdo em ratos
foram testados quanto a sua citotoxicidade em glioblastoma humano U87. Esta
linhagem de célula tem maior tendéncia & geracao de tumores e foi escolhida por ser
mais resistente e por esta razdo mais indicada para um ensaio inicial do que uma
linhagem neuro-basal. A linhagem tumoral de glioblastoma humano U87 foi obtida
pelo Instituto Ludwig para o Cancer e Pesquisa, Sao Paulo, Brasil. As células foram
cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm? em meio de cultura (RPMI - 1640),
suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, 10 mM de HEPES, 24 mM de

bicarbonato, 40 mg/mL de gentamicina e mantidos em estufa contendo atmosfera
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umida com 5% de CO, a 37°C. Antes das células atingirem confluéncia foram
subcultivadas para ampliagcdo e congelamento em solugcéo contendo 10% de DMSO
em SFB, estocadas em nitrogénio liquido. A solucdo de Brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) foi obtida pela diluicdo de 50 mg em 10

mL de PBS (5 mg/mL). A solucéo foi armazenada ao abrigo da luz e em geladeira.

Para a avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o teste colorimétrico do
MTT e por exclusdo pelo método do azul de tripan. As células de glioblastoma
humano U87 foram semeadas em triplicata 1x10* em placas de 96 pocos. Apds o
periodo de incubacéo as células foram tratadas com as concentracfes de 0,075 a 10
pg do Pico 13 do Pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer e incubadas por 24
horas em estufa contendo 5% de CO, a 37°C. ApoOs incubacdo foram adicionados
5ul de MTT (5mg/ml) as células e incubadas por 3 horas. Apés este periodo foram
adicionados 100 uL de SDS 30% e as placas foram deixadas overnight. A viabilidade
foi mensurada através da quantificacdo da absorbancia em comprimento de onda de
570 nm por espectrofotometria (Spectramax-M2, Software Molecular Pro 5.4,
Sunnyvale, CA, EUA). A viabilidade celular foi expressa com valores de

percentagem em comparacdo com as ceélulas nao tratadas.

Para o método de exclusdo por azul tripan foi preparada inicialmente uma
solucéo estoque do corante a 0,4 % da seguinte maneira: 400 mg do corante azul de
tripan foram adicionados a 90 mL de agua purificada contendo 810 mg de NaCl e 60
mg de K;HPO,. Em seguida, o volume da solucdo foi ajustado para 100 mL com
agua purificada. A solucao foi aquecida até solubilizacdo completa e o pH ajustado
para 7,2 com auxilio da solu¢cdo de NaOH 1 N. Essa solucdo estoque foi diluida a
concentracéo de 0,2 %, com agua purificada e armazenada em geladeira. As células
foram coradas com azul de tripan, transferidas para a camara de Neubauer e a

contagem feita em microscopia Optica.

3.15 - Sequenciamento de peptideo por Degradacéo de Edman

Para identificacdo do pico 30b do pool Ill, este foi submetido ao

sequenciamento por degradacdo de Edman (EDMAN, 1950), da seguinte maneira:
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15 pL da amostra foram aplicados em uma membrana de fibra de vidro tratada com
acido trifluoroacético (TFA) (Wako) e sua extremidade N-terminal foi sequenciada
por degradacdo de Edman em um sequenciador automatico de proteinas Shimadzu
PPSQ-21 seguindo as instrucdes do fabricante. A técnica por degradacédo de Edman
consiste primeiramente no acoplamento do peptideo com o0 reagente
fenilisotiocianato (PITC) com adicao de piridina para condi¢gdes alcalinas, no qual o
PITC reage com o residuo N-amino terminal para formar N-feniltiocarbamoil (PTC).
Em condi¢cBes acidas, com adicdo de TFA, ocorre um rearranjo molecular em que se
é clivado a primeira ligacao peptidica, e desta forma a formacéo de anilinotiazolinona
(ATZ) e o restante do peptideo sem o primeiro aminoécido. Ainda em meio &cido
diluido, ha a conversdo da ATZ numa forma mais estavel, ou seja, na forma de
feniltioidantoina (PTH). A quantificacdo e identificacdo das amostras sao realizadas

através da comparacao com padréo analisado no inicio do sequenciamento.

3.16 - Andlise da viabilidade celular em cultura de células neuro-basal, tratadas
com os picos do veneno de Phoneutria nigriventer com acao sobre a

termorregulagcéo em ratos:

Esta etapa foi realizada em colaboracdo com a Dra. Maria Regina Lopes
Sandoval e alunos do Laboratério de Farmacologia. Neste experimento foram
utilizados os picos com componentes ativos que foram mais significativos dentre

todos os picos testados.

Os picos selecionados para os testes foram o 28/29, 30 e 31 do pool Ill do
veneno da Phoneutria nigriventer. Cada pico foi testado em diferentes tempos de
incubacéo, 6 horas e 24 horas. Os picos foram testados em placas de 96 pocos, em
triplicata e em diferentes concentragbes (12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,125 pg/mL,
1,5655 pg/mL e 0,78125 pg/mL).

Nas placas foram adicionadas com 50 pL poli-L-lisina (PPL)como uma
camada que permitira melhor aderéncia das células. Apés retirar o excedente de

PPL, aguardou-se a secagem deste material por 30 minutos.
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Para as préximas etapas foram necessérias a preparacdo das seguintes
solugdes: (a) Solucdo de digestao: 6,3 mg de tripsina dissolvido em 2,5 mL EBSS ou
HBSS com vermelho de Fenol (Cf = 0,25%). Esta solucédo foi filtrada para o
erlenmeyer de 30 mL e o seu pH foi acertado para 7,2-7,4 com carbogénio. Apos o
acerto do pH, a solucéo foi vedada; (b) Solucdo de descanso: 4 mL de EBSS ou
HBSS com vermelho de fenol, 222 pL de DNAse ressuspendida em EBSS ou HBSS
(5000 U/mL) e 444 pL de Soro Fetal Bovino. A mistura foi filtrada para um tubo
Falcon de 15 mL e seu pH ajustado para 7,2-7,4 com carbogénio. A solucao foi
dividida em dois tubos e vedada; (c) Solugdo do hipocampo: 50 pL
penicilina/estreptomicia (10000 U penicilina/mL; 10000 ug estreptomicina/mL) e 5 mL
de meio neurobasal. A mistura foi filtrada para um tubo Falcon de 15 mL e, no
momento da retirada dos hipocampos, despejada em uma placa de Petri que se
encontrava no isopor contendo gelo; (d) Meio de cultura (2 culturas): 40 mL de meio
neurobasal (com ou sem fenol), 100 pL de glutamina 200 mM, 400 pL de
penicilina/estreptomicia (10000 U penicilina/mL; 10000 pg estreptomicina/mL), 800
puL de suplemento B27 e 100 pL de glutamato 10 mM. A mistura foi filtrada para um
tubo Falcon de 50 mL.

Com processo cirurgico, hipocampos foram retirados de ratos pré-maturos e
armazenados em gelo. O material foi lavado duas vezes com solugao de Hanks. Os
hipocampos foram bem picotados e transferidos para um erlenmeyer contendo 2,5
mL de solucdo de digestdo, no qual foi para o banho-maria sob agitacdo plana a
37°C por 10 minutos. Apos a digestéo, o material foi transferido para um tubo Falcon
contendo 2 mL da solugédo de descanso. A mistura foi centrifugada a 300g (1258
rpm) por 2 minutos a 20°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido
em 1 mL de solucéo de descanso. Depois foi acrescentado mais 1 mL de solucéo de
descanso e centrifugado a 300g por 5 minutos a 20°C. O sobrenadante foi
desprezado novamente e o pellet ressuspendido agora em 1 mL de meio de cultura
e passado em uma peneira para evitar a formacédo de grumos. As ceélulas foram
semeadas nos pocos das placas (200 pL) e colocadas na estufa a 37°C com 5% de
CO; para a aderéncia por 40 minutos. Foram observadas em microscépio invertido e
mantidas novamente em estufa a 37°C com 5% de CO,. O meio de cultura foi
trocado a cada 2 dias apos feito o procedimento, no qual metade do meio era

retirado e acrescentado outra metade de um meio de cultura novo, previamente
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filtrado. Os picos foram incubados no 6°-7° dia de cultivo e foram mantidos sempre
nas mesmas condi¢des (37°C e 5% de CO,). As placas foram retiradas nos periodos
determinados e observadas. Em alguns pocos, foram feitos os controles negativos e
positivos, nos negativos eram adicionados ao meio KCI (despolariza membrana

celular) e nos positivos nenhuma substancia.

3.17 — Andlise estatistica:

Os dados relacionados com os ensaios de variacdo de temperatura corporal
foram analisados estatisticamente utilizando o software GraphPad Prism5. Os testes
utilizados foram com teste-T e os dados foram analisados a cada quinze minutos,

comparando 0 grupo controle com 0s grupos experimentais.
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4 - RESULTADOS:

4.1 - Fracionamento do veneno de Phoneutria nigriventer e de Tityus serrulatus

por filtragdo em gel em pools:

Com os venenos totais de Phoneutria nigriventer e de Tityus serrulatus foi
realizada a separacéo por filtracdo em gel descrita no item 3.3. Desta forma, foi
possivel fracionar os venenos em cinco pools como pode ser observado nas figuras
3ed.
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Figura 3 - Fracionamento do veneno de Phoneutria nigriventer: Perfil cromatogréfico do
fracionamento do veneno de Phoneutria nigriventer utilizando o método de separagéo por
fitracdo em gel em coluna de vidro (74x2cm) preenchida com resina de exclusédo
molecular, Sephadex G-50M. O veneno bruto de Phoneutria nigriventer foi diluido em 1,5
ml de solucéo de 4cido acético 2% em cinco pools com fluxo de 10 ml/h, monitorado a 280
nm.
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Figura 4 - Fracionamento do veneno de Tityus serrulatus: Perfil cromatogréafico do fracionamento do
veneno de Tityus serrulatus utilizando o método de separacgdo por filtracdo em gel em
coluna de vidro (74x2cm) preenchida com resina de exclusdo molecular, Sephadex G-
50M. O veneno bruto de Tityus serrulatus foi diluido em 3 ml de solug¢éo de bicarbonato de
amoénio 50mM em cinco pools com fluxo de 10 ml/h, monitorado a 280 nm.

4.2 — Eletroforese por SDS-PAGE:

Para uma melhor elucidacdo do fracionamento dos venenos, as fracdes
coletadas foram submetidas a analise por eletroforese por SDS-PAGE. Na figura 5
abaixo foi possivel observar que os pools apresentaram separacéo, ficando evidente
a diferenca dos pesos das moléculas que constituem cada pool. Para uma melhor
analise os geéis foram corados tanto por Coomassie quanto por nitrato de prata,

possibilitando uma melhor visualizagéo das bandas.

As bandas observadas nos géis demonstram que a filtragdo em gel foi
eficiente, separando os pools por tamanho das moléculas presente nos venenos. O
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pool | da P. nigriventer mostrou bancas mais nitidas entre 80 e 40 kDa e algumas
abaixo de 40 kDa. O pool Il mostrou uma alta concentracado de material abaixo de 30
kDa, e os pools Ill e IV, mostraram apenas duas fracas bandas entre 30 e 20 kDa. O
pool | do escorpido T. serrulatus mostrou bandas mais evidentes entre 80 e 50 kDa,
o pool Il mostrou uma banda proxima de 50 kDa e outras duas abaixo de 40 kDa. O
pool Il apresentou uma banda mais evidente préximo de 30 kDa e o pool IV
evidenciou uma banda na mesma posi¢ao do pool Ill, mas com intensidade menor.
As bandas correspondentes ao pool V em ambos os venenos ndo foram detectadas

pelas coloracdes utilizadas.

(@) pPd wb Ionom ooV () Pd b Ionom vV
- — -. —_ - - - - =
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110 KD: 110 kDa — N
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80 kDa — 60 kDa — - -
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[
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110 kDa — 110 kDa —
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~—
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30 kDa — 30 kDa
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A

Figura 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. (a) Veneno total de Phoneutria nigriventer e os
seus cinco pools corados com Coomassie, (b) veneno total de Tityus serrulatus e os seus
cinco pools corados com Coomassie, (c) veneno bruto de Phoneutria nigriventer e os seus
cinco pools corados com prata e (d) veneno total de Tityus serrulatus e 0s seus cinco
pools corados com prata. Pd —padré@o de peso molecular, Vb — veneno bruto, | — Pool I, Il —
Pool 11, lll = Pool lll, IV — Pool IV e V — Pool V.
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4.3 - Avaliacéo da atividade dos venenos brutos de Phoneutria nigriventer e de
Tityus serrulatus sobre a variagéo de temperatura corporal:

Os venenos brutos de Phoneutria nigriventer e de Tityus serrulatus foram
submetidos a testes in vivo para avaliar a variagdo de temperatura corporal em
ratos, como descrito no item 3.5. Desta maneira foi possivek observar que o veneno
bruto de P. nigriventer causou uma diminuicdo significativa na variagdo da
temperatura corporal de ratos, principalmente entre os 105 e 180 minutos, como
pode ser visto na figura 6. Ja nos animais tratados com o veneno bruto de T.
serrulatus, foi possivel observar um aumento da variacdo de temperatura, embora
nao significativo para p < 0,05, nos animais tratados a partir do final da segunda hora
de ensaio (figura 7). Também € possivel observar que os erros padrdo nos animais
tratados com o veneno do escorpido sdo muito altos, isto se deve pelo fato de
alguns dos animais terem perdido temperatura, enquanto os outros do mesmo grupo
ganharam, contudo a média das temperaturas durante as trés horas ainda ficou
superior em relacdo aos animais controle, ou seja, o resultado final foi uma

hipertermia.
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Figura 6 - Variacdo da temperatura corporal em ratos apés injecdo do veneno bruto de Phoneutria
nigriventer. O grafico mostra a média das variacdes das temperaturas dos animais
controle administrados com salina (IP) (n = 8) e os animais tratados com 600ug/Kg (IP) do
veneno bruto de Phoneutria nigriventer (n = 6) a cada 15 minutos com duracéo de 3 horas.
Valores significativos para p< 0,05 (*) utilizando teste-T entre a temperatura média dos
animais controle e os animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105,
120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Figura 7 - Variacdo da temperatura corporal em ratos apos inje¢cdo do veneno bruto de Tityus
serrulatus. O grafico representa a média das variacdes das temperaturas dos animais
controle administrados com salina (IP) (n = 5) e os animais tratados com 300ug/Kg (IP) do
veneno bruto de Tityus serrulatus (n = 6) a cadal5 minutos com duracdo de 3 horas. Foi
utilizado o teste-T entre a temperatura média dos animais controle e os animais
experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180
minutos) ndo foram significativos em nenhum ponto para p > 0,05.

4.4 - Avaliacdo da atividade dos pools dos venenos sobre a variagcdo de

temperatura corporal:

Apbs o fracionamento e analise por SDS-PAGE, foi realizado testes in vivo
com 0s cinco pools de cada veneno de acordo com o método descrito no item 3.6
(figuras 8 — 12). Desta maneira foi possivel observar que dois pools do veneno de
Phoneutria nigriventer, pools Il e lll, apresentaram diferencas significativas em
relacdo aos controles. O pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer mostrou
atividade hipotérmica significativa (p<0,05) com as médias nos pontos de 105
minutos e entre 135 a 180 minutos (figura 9). Por outro lado, o pool Il aumentou
significativamente a temperatura corporal dos animais (p<0,05) a partir dos 135

minutos dos testes (figura 10).
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Figura 8 - Variacdo da temperatura corporal em ratos apds injecdo do pool | do veneno bruto de
Phoneutria nigriventer separado por filtragdo em gel. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 600ug/Kg do pool I (n = 9) do veneno de
P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracéo de 3 horas de experimento. Teste-T entre
a temperatura média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em
cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Figura 9 - Variacdo da temperatura corporal em ratos apés inje¢cdo do pool Il do veneno bruto de
Phoneutria nigriventer separado por filtragdo em gel. Média das variacdes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 600ug/Kg do pool Il (n = 7) do veneno de
P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de experimento. Valores
significativos para p< 0,05 (*) utilizando teste-T entre a temperatura média dos animais
controle e cada grupo de animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90,
105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Variagdo da temperatura corporal em ratos apds injecdo do pool Il do veneno bruto de
Phoneutria nigriventer separado por filtragdo em gel. Média das variacdes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 600ug/Kg do pool Il (n = 8) do veneno
de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duragdo de 3 horas de experimento. Valores
significativos para p< 0,05 (*) utilizando teste-T entre a temperatura média dos animais
controle e cada grupo de animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90,
105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Variagdo da temperatura corporal em ratos apés inje¢do do pool VI do veneno bruto de
Phoneutria nigriventer separado por filtragdo em gel. Média das variacdes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 600ug/Kg do pool IV (n = 5) do veneno
de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de experimento. Teste-T
entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais
em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Figura 12 - Variagcdo da temperatura corporal em ratos apés injecdo do pool V do veneno bruto de
Phoneutria nigriventer separado por filtragdo em gel. Média das variacdes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 600ug/Kg do pool V (n = 8) do veneno
de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracédo de 3 horas de experimento. Teste-T
entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais
em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).

Ja nos testes com os pools do veneno de Tityus serrulatus (figuras 13-17) foi
possivel observar que apenas um ponto, correspondente aos 105 minutos de
experimento, nos animais administrados com o pool Il foi significativo (p<0,05) em
relacdo aos animais controles (figura 14). O pool Il mostrou uma diminuicdo apos a
primeira hora, mas esta diminui¢do foi reestabelecida ao final do experimento. Este
dado é interessante, pois ndo ocorreu em nenhum dos outros pools de qualquer
veneno. Cada animal possui sua resposta individual e a média de todos de um
mesmo grupo compde o resultado final do mesmo, mas é dificil todos reagirem da
mesma forma. Todos os quatro animais do pool II mostraram este mesmo
comportamento. O pool Il ndo apresentou pontos significativos durante as trés horas
de ensaio, entretanto € possivel observar no grafico da figura 15 que os animais
tratados com esse pool tiveram sua temperatura ligeiramente superior que 0 grupo

controle e os demais pools testados do veneno de T. serrulatus.
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Variacdo da temperatura em ratos apos injecdo do pool | do veneno bruto de Tityus
serrulatus separado por filtracdo em gel. Média das variagbes das temperaturas dos
animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 5), animais administrados
intraperitonealmente com 300ug/Kg do pool | (n = 3) do veneno de T. serrulatus de 15
em 15 minutos com duragdo de 3 horas de experimento. Teste-T entre a temperatura
média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em cada ponto (15,
30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Figura 14 -
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Variacdo da temperatura em ratos apés injecdo do pool Il do veneno bruto de Tityus
serrulatus separado por filtracdo em gel. Média das variac6es das temperaturas dos
animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 5), animais administrados
intraperitonealmente com 300ug/Kg do pool Il (n = 4) do veneno de T. serrulatus de 15
em 15 minutos com duracdo de 3 horas de experimento. Valores significativos para p<
0,05 (*) utilizando teste-T entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo
de animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165
e 180 minutos).
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Figura 15 - Variacdo da temperatura em ratos apos inje¢cdo do pool lll do veneno bruto de Tityus
serrulatus separado por filtracdo em gel. Média das variacbes das temperaturas dos
animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 5), animais administrados
intraperitonealmente com 300ug/Kg do pool Il (n = 5) do veneno de T. serrulatus de 15
em 15 minutos com duragdo de 3 horas de experimento. Teste-T entre a temperatura
média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em cada ponto (15,
30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Figura 16 - Variacdo da temperatura em ratos apés injecao do pool IV do veneno bruto de Tityus

serrulatus separado por filtracdo em gel. Média das variacGes das temperaturas dos
animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 5), animais administrados
intraperitonealmente com 300ug/Kg do pool IV (n = 5) do veneno de T. serrulatus de 15
em 15 minutos com duragcdo de 3 horas de experimento. Teste-T entre a temperatura
meédia dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em cada ponto (15,
30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Figura 17 - Variagdo da temperatura em ratos apoés inje¢cdo do pool V do veneno bruto de Tityus
serrulatus separado por filtracdo em gel. Média das variacbes das temperaturas dos
animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 5), animais administrados
intraperitonealmente com 300ug/Kg do pool V (n = 5) do veneno de T. serrulatus de 15
em 15 minutos com duragdo de 3 horas de experimento. Teste-T entre a temperatura
média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em cada ponto (15,
30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).

4.5 - Purificagdo dos pools do veneno de Phoneutria nigriventer e de Tityus

serrulatus por cromatografia liquida de alta performance:

Os pools que mostraram ter atividade térmica em ratos foram os pools Il e I,
como visto nas figuras 14 e 15. Desta forma, de acordo com o item 3.7, foram feitas
as separac0des dos picos destes dois pools por CLAE. As figuras 18 e 19 mostram os
perfis cromatograficos por CLAE do pool Il e do pool lll, respectivamente, do veneno
da aranha Phoneutria nigriventer. As setas indicam o0s picos selecionados para
testes em ratos. O pool Il mostrou ter um total de 32 picos, enquanto o pool Il

mostrou ter 33 picos no total.
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Figura 18 - Perfil cromatografico do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer por CLAE.
Purificacdo do pool Il do veneno de P. nigriventer com atividade hipotérmica em 32
picos, utilizando CLAE acoplado com coluna C18 fase reversa, com gradiente de 5 % a
100 % de solu¢éo B em 45 minutos, com fluxo de 1 mL por minuto, monitorado a um
comprimento de onde de 214 nm. As setas indicam os seis picos testados (8, 11, 13, 14,
17 e 18).
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Figura 19 - Perfil cromatografico do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer por CLAE.

Purificagdo do pool Ill do veneno de P. nigriventer com atividade hipertérmica em 33
picos, utilizando CLAE acoplado com coluna C18 fase reversa, com gradiente de 25 % a
47 % de solucdo B por 20 minutos, com fluxo de 1 mL por minuto, monitorado a um
comprimento de onde de 214 nm. As setas indicam o0s seis picos testados (25, 26, 28/29,
30 e 31).
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4.6 - Avaliacdo da atividade dos picos do veneno de Phoneutria nigriventer
sobre a variagcdo da temperatura corporal:

Na tentativa de identificar o pico responsavel pela atividade na regulacao
térmica foram realizados testes com variacdo de temperatura em ratos
administrados com os picos que foram determinados pelo rendimento que estdo
indicados pelas setas nas figuras 18 e 19, de acordo com os métodos descritos no
item 3.8.

Como é possivel observar, os graficos das figuras 20 a 25 mostram a
variacdo das temperaturas dos animais tratados com os picos do pool Il da P.
nigriventer. Este resultado mostra que o pico 8 (figura 20) mostrou ter uma acao
hipertérmica significativamente nos tempos de 135, 150 e 180 minutos. Ja o pico 13
(figura 22), que também mostrou uma pequena atividade hipertérmica significativa
apenas no ponto correspondente aos 150 minutos do teste in vivo.

Ja os testes com temperaturas dos cinco picos do pool Il da Phoneutria
nigriventer estao representados nos graficos das figuras 26 a 30. O pico 28/29
mostrou uma tendéncia a diminuir a temperatura nos animais (figura 28). Este pico
nao teve efeito significativo em nenhum ponto, entretanto é importante relatar que no
ponto correspondente aos 90 minutos o valor de p = 0,0653. O pico 30 e o pico 31
foram significativos e foi possivel observar atividade hipertérmica em ratos (figuras
29 e 30). O pico 30 teve maior acdo durante a segunda hora e no ponto
correspondente aos 150 minutos de experimento, ja o pico 31 mostrou acgao

principalmente a partir da segunda hora e se manteve na terceira hora.

62



Pico 8 do pool Il de Phoneutria nigriventer

0 1 minutos
180

Atemperatura (° C)

-+ Controle
= Pico 8

-2

Figura 20 - Variacdo de temperatura corporal em ratos apés a inje¢cdo do pico 8 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 4),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 8 (n = 3) do pool Il do
veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracéo de 3 horas de experimento.
Valores significativos para p< 0,05 (*) utilizando teste-T entre a temperatura média dos
animais controle e cada grupo de animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60,
75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Figura 21 - Variacdo de temperatura corporal em ratos apds a inje¢do do pico 11 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 4),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 11 (n = 5) do pool Il
do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de
experimento. Teste-T entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo de
animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e
180 minutos).
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Figura 22 - Variagdo de temperatura corporal em ratos apos a inje¢do do pico 13 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 4),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 13 (n = 5) do pool Il
do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duragcdo de 3 horas de
experimento. Valores significativos para p< 0,05 (*) utilizando teste-T entre a temperatura
meédia dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em cada ponto (15,
30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Figura 23 - Variagdo de temperatura corporal em ratos apos a inje¢do do pico 14 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 4),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 14 (n = 6) do pool Il
do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duragdo de 3 horas de
experimento. Teste-T entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo de
animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e
180 minutos).
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Figura 24 - Variacdo de temperatura corporal em ratos apos a inje¢do do pico 17 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 4),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 17 (n = 6) do pool Il
do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de
experimento. Teste-T entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo de
animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e
180 minutos).
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Figura 25 - Variacdo de temperatura corporal em ratos apos a inje¢do do pico 18 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 4),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 18 (n = 5) do pool Il
do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duragdo de 3 horas de
experimento. Teste-T entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo de
animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e
180 minutos).
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Figura 26 - Variacdo da temperatura corporal em ratos apés a inje¢cdo do pico 25 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 25 (n = 8) do pool i
do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de
experimentacdo. Teste-T entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo
de animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165
e 180 minutos).

39 Pico 26 do pool lll de Phoneutria nigriventer
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Figura 27 - Variacdo da temperatura corporal em ratos apés a inje¢cdo do pico 26 do pool Ill de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 26 (n = 6) do pool IlI
do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de
experimentacdo. Teste-T entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo
de animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165
e 180 minutos).
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3 Pico 28/29 do pool lll de Phoneutria nigriventer
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Figura 28 - Variagcdo da temperatura corporal em ratos apos a inje¢do do pico 28/29 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 28/29 (n = 5) do pool
Il do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracédo de 3 horas de
experimentacdo. Valores significativos para p< 0,05 (*) utilizando teste-T entre a
temperatura média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em
cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).

31 Pico 30 do pool lll de Phoneutria nigriventer
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Figura 29 - Variacdo da temperatura corporal em ratos apés a inje¢cdo do pico 30 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 30 (n = 6) do pool Il
do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de
experimentacdo. Valores significativos para p< 0,05 (*) utilizando teste-T entre a
temperatura média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em
cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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Pico 31 do pool lll de Phoneutria nigriventer
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Figura 30 - Variacdo da temperatura corporal em ratos apés a inje¢cdo do pico 31 do pool Il de
Phoneutria nigriventer separado por CLAE de fase reversa. Média das variagbes das
temperaturas dos animais controle administrados com salina intraperitoneal (n = 6),
animais administrados intraperitonealmente com 100ug/Kg do pico 31 (n = 6) do pool Il
do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de
experimentacdo. Valores significativos para p< 0,05 (*) utilizando teste-T entre a
temperatura média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em
cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).

4.7 - Repurificacdo dos picos do veneno de Phoneutria nigriventer por

cromatografia liguida de alta performance:

Os picos testados do pool Il que mostraram ter atividade térmica em ratos
foram os picos 28/29, com atividade hipotérmica e os picos 30 e 31 com atividade
hipertérmica, como visto nas figuras 28, 29 e 30. Para confirmar a identidade destes
picos foi necessario a repurificacdo, para poder garantir que a atividade observada
era de somente uma molécula. Para a etapa de sequenciamento sdo necessarias
gue as amostras estejam mais puras possiveis. Entdo a repurificacdo dos picos
28/29, 30 e 31 do pool lll foram feitas e seus perfis podem ser observados nas
figuras 31, 32 e 33, respectivamente.

No perfil cromatogréafico do pico 28/29 pode-se observar a presenca de um
pico, mas esse ndo simeétrico, indicando a possivel presenca de mais de uma

molécula. Da mesma forma na repurificagdo dos picos 30 e 31 foi possivel observar
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um pico, mas ndo simétrico indicando outras moléculas ali presentes. Os picos

resultantes desta repurificacdo foram coletados e testados para melhor

compreensao sobre as atividades em relacao a termorregulacéo.
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Figura 31 -

Tempo de corrida (min)

Perfil cromatogréafico do pico 28/29 do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer por
CLAE. Purificacéo do pico 28/29 do pool Il do veneno de P. nigriventer com atividade
hipotérmica em 3 picos, utilizando CLAE acoplado com coluna C18 fase reversa, com
gradiente de 25 % a 100 % de solucdo B em 40 minutos, com fluxo de 1 mL por minuto,
monitorado a um comprimento de onde de 214 nm.

72



Absorbancia 280 nm

El o 1z 14 16 18 0 2 24 26 i

Tempo de corrida (min)

Figura 32 - Perfil cromatografico do pico 30 do pool lll do veneno de Phoneutria nigriventer por CLAE.
Purificagéo do pico 30 do pool lll do veneno de P. nigriventer com atividade hipertérmica
em 2 picos, utilizando CLAE acoplado com coluna C18 fase reversa, com gradiente de 25
% a 100 % de solugédo B em 40 minutos, com fluxo de 1 mL por minuto, monitorado a um
comprimento de onde de 214 nm.
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Figura 33 - Perfil cromatogréafico do pico 31 do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer por CLAE.
Repurificacdo do pico 31 do pool Il do veneno de P. nigriventer com atividade
hipertérmica em 2 picos, utilizando CLAE acoplado com coluna C18 fase reversa, com
gradiente de 25 % a 100 % de solugcdo B em 40 minutos, com fluxo de 1 mL por minuto,
monitorado a um comprimento de onde de 214 nm.
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4.8 - Avaliagcédo da variagdo de temperatura corporal utilizando o medicamento
Dantrolene em conjunto com o pico do veneno de Phoneutria nigriventer com

atividade hipertérmica:

Para avaliar melhor a atividade dos picos que apresentaram atividade
hipertérmica do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer (8 e 13) foi realizado um
teste in vivo juntamente com o medicamento Dantrolene. Para este teste in vivo, foi
determinado o pico 13 devido ao seu rendimento. Portanto, o Dantrolene e o pico 13
do pool Il da Phoneutria nigriventer foram testados, simultaneamente, tanto juntos
(no mesmo animal) quanto separadamente em relacdo a interferéncia na
termorregulacdo em ratos, como descrito anteriormente no item 3.10. A figura 34
mostra que o pico 13 ndo apresentou atividade significativa em relacao aos controles
durante as trés horas de experimento, como ocorrido anteriormente mostrado na
figura 22. Os animais tratados com o pico 13 e o Dantrolene e os animais tratados
somente com o Dantrolene também ndo apresentaram atividade significativa em

relacdo aos controles.
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Dantrolene x pico 13 do pool ll de P. nigriventer

Atemperatura (°C)
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-+ pico 13

Figura 34 - Grafico representando a média das variagbes das temperaturas dos animais controle
administrados com salina intraperitoneal (n = 4), animais administrados
intraperitonealmente com 10ug/Kg do pico 13 (n = 4) do pool Il de P. nigriventer, com
10mg/Kg do medicamento Dantrolene (n = 5) e com o pico 13 (10ug/Kg) do pool 1l de P.
nigriventer justamente com o Dantrolene (10mg/Kg) (n = 3) de 15 em 15 minutos com
duracao de 3 horas de experimentagdo. Teste-T entre a temperatura média dos animais
controle e cada grupo de animais experimentais (pico 13 do pool Il de P. nigriventer,
Dantrolene e pico 13 do pool Il de P.nigriventer + Dantrolene) em cada ponto (15, 30, 45,
60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).

4.9 — Avaliacao da atividade dos picos repurificados do pool lll do veneno de

Phoneutria nigriventer sobre a variagédo de temperatura corporal:

Apos o repurificacdo dos picos do pool Il do veneno de P. nigriventer que
apresentaram atividade sobre a termorregulacéo (28/29, 30 e 31), foram realizados
alguns testes in vivo para observar a atividade destes em relacdo a termorregulacao.
Os animais foram administrados com os picos repurificados. Nos testes utilizando os
picos provenientes da repurificagdo foi possivel observar que ndo houve nenhuma
alteracéo significativa, como pode ser visto nas figuras 35, 36 e 37. A variacdo da
temperatura nos animais em relacdo a variagdo da temperatura nos animais controle

nao mostraram nenhum ponto no qual o valor de fosse significativo (p<0,05).
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Subpicos 29a, 29b e 29¢ do pool lll de P. nigriventer
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Figura 35 - Variagcdo da temperatura corporal em ratos ap6s a injecdo dos picos repurificados 29a,
29b e 29c¢ do pool Il de Phoneutria nigriventer separados por CLAE de fase reversa.
Média das variagfes das temperaturas dos animais controle administrados com salina
intraperitoneal (n = 5), animais administrados intraperitonealmente com 10ug/Kg do pico
29a (n = 5), com 10ug/Kg do pico 29b (n = 5) e com 10ug/Kg do pico 29c¢ (n = 4) do pool
Il do veneno de P. nigriventer de 15 em 15 minutos com duracédo de 3 horas de
experimentacdo. Teste-T entre a temperatura média dos animais controle e cada grupo
de animais experimentais em cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165
e 180 minutos).
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Subpicos 30a e 30b do pool lll de P. nigriventer
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Figura 36 - Variagcdo da temperatura corporal em ratos apoés a inje¢@o dos picos repurificados 30a e
30b do pool Il de Phoneutria nigriventer separados por CLAE de fase reversa. Média
das variacbes das temperaturas dos animais controle administrados com salina
intraperitoneal (n = 5), animais administrados intraperitonealmente com 10ug/Kg do pico
30a (n = 3) e com 10ug/Kg do pico 30b (n = 4) do pool Ill do veneno de P. nigriventer de
15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de experimentacdo. Teste-T entre a
temperatura média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em
cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).

Subpicos 31a e 31b do pool lll de P. nigriventer
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Figura 37 - Variacdo da temperatura corporal em ratos apés a injecdo dos picos repurificados 31a e
31b do pool Il de Phoneutria nigriventer separados por CLAE de fase reversa. Média
das variacdes das temperaturas dos animais controle administrados com salina
intraperitoneal (n = 5), animais administrados intraperitonealmente com 10ug/Kg do pico
3la (n = 3) e com 10pg/Kg do pico 31b (n = 4) do pool Il do veneno de P. nigriventer de
15 em 15 minutos com duracdo de 3 horas de experimentacdo. Teste-T entre a
temperatura média dos animais controle e cada grupo de animais experimentais em
cada ponto (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 minutos).
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410 - Avaliacdo da variacao de temperatura corporal utilizando o
lipopolissacarideo LPS de E. coli em conjunto com o(s) pico(s) do veneno de

Phoneutria nigriventer com atividade hipotérmica:

Nesta etapa 0s picos repurificados a partir do pico 28/29 foram testados, ja
que o pico 28/29 apresentou uma atividade hipotérmica. Contudo, quando estes
picos foram testados foi possivel observar que nédo houve atividade significativa em

relacédo ao controle (dados ndo mostrados).

4.11 - ldentificacdo por espectrometria de massas dos picos do veneno de

Phoneutria nigriventer com ac&o sobre a termorregulagéo:

Os picos 8 e 13 do pool Il de P. nigriventer foram analisados por
espectrometro de massas e as massas identificadas nesses picos (tabelas 1 e 2)
foram comparadas com massas ja descritas e registrada no banco de dados de
proteinas, UniProtKB / Swiss-Prot, referentes as proteinas presentes no veneno da
espécie. Nesta identificacdo foi possivel detectar, nos dois picos, a presenca de
proteinas da familia das Taquicinina e da familia das Ctenotoxinas, principalmente
do tipo Pnla.

As massas destacadas em amarelo representam as massas com peso mais

aproximado ao de moléculas encontradas nos picos.
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Tabela 1 — Relacdo das massas encontradas por espectrometria de massa do pico 8 do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer.

Pa
Massa encontrada |Massa pesquisada|AA  |Sequéncia Nome da proteina
1139,74 1146,86 9| QKKDKKDKF Tachykinin-like peptide-1V
1174,8 9| QKKDKKDRF Tachykinin-like peptide-V
1061,4 8| QAPFSLERW COligoventin
3562,43 3683,3| 33| VFCRFNGQQC TSDGQCCYGK CRTAFLRMIC MGG U13-CNTX-Pnlc
3672,7] 33| GFCAQKGIKC HDIHCCTMLK CVREGSNRVC RKA U23-CNTX-Pnla
3549,5| 32| VFCRSNGQQC TSDGQCCYGK CMTAFMGKIC MR U13-CNTX-Pnla
3510,2| 31| VFCRFNGQQC TSDGACCYGK CRTAFMGKIC M U13-CNTX-Pnib
7487,9 7666,6| 68 QWIPGQSCTN ADCGEGQCCT GGSYNRHCQS LSDDGKPCAR PNKYDEYKFG CPCKEGLMCQ VINYCQKK |U19-CNTX-Pnla
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Tabela 2 - Relacdo das massas encontradas por espectrometria de massa do pico 13 do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer.

P13
Massa encontrada |Massa pesquisadalAA |Sequéncia Mome da proteina
1216,67 1217| 10| QKKDRFLGLM Tachykinin-like peptide-VI
1232,79| 10| QKKDRFLGLF Tachykinin-like peptide-ViI
1637.8 1626,36| 13| QKKDKKDKFY GLF Tachykinin-like peptide-XII
1637,93| 13| QKKDKKDRFY GLM Tachykinin-like peptide-XI1II
1653,83| 13| QKKDKKDRFY GLF Tachykinin-like peptide-XIV
35654 3672,7| 33| GFCAQKGIKC HDIHCCTNLK CVREGSNRVC RKA U23-CNTX-Pnla
35495 32| VFCRSNGQRQAC TSDGACCYGK CMTAFMGKIC MR U13-CNTX-Pnla
3510,2| 31| VFCRFNGQQC TSDGQCCYGK CRTAFMGKIC M U13-CNTX-Pnlb
4180,.8 A4058,7| 36| IACAPRFSIC NSDKECCKGL RCQASRIANMW PTFCLY ERTx26AN0OC3
4080,8| 35| MPCPKILKQC KSDEDCCRGW KCFGFSIKDK MCISR U14-CNTX-Pnla
6297,75 6568,4| 58| ACLARGETCK DDCECCDCDN QCYCPFDWFG GKWHPVGECST AYTNKYVCDH KKEKCKKA U11-CNT¥-Pnib
6051,9| 55| ACIPRGEICT DDCECCGCDN ECYCPIGS5L GIFKCSCAHA NKYFCNRKKE KCKKA Omega-CNTX-Pr2a
6367,81 6568,4| 58| ACLARGETCK DDCECCDCDN QCYCPFDWFG GKWHPVGECST AYTNKYVCDH KKEKCKKA U11-CNT¥-Pnib
6368,68 6568,4| 58| ACLARGETCK DDCECCDCDN QCYCPFDWFG GKWHPVGCSC AYTNKYVCDH KKEKCKKA U11-CNTX-Pnlb
7700,07 7666,6| 62 QWIPGQSCTN ADCGEGQCCT GGSYNRHCQS LSDDGKPCAR PNKYDEYKFG CPCKEGLMCQ VINYCQKK [U19-CNTX-Pnla
7376,6| 47 SCFEGGKDCK NDCRCCGKWS YCKCPIWGLF GCSCVIGDSM VEVRKCQ U18-CNTX-Pnla
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4.12 - Andlise da viabilidade celular em cultura de glioblastoma humano U87
dos picos do veneno de Phoneutria nigriventer com acgdo sobre a

termorregulacdo em ratos:

Com o intuito de avaliar qual a atividade do pico 13 do pool de P. nigriventer,
este foi testado quanto a sua atividade na viabilidade celular em células de
glioblastoma humano (U87) e foi possivel observar que este pico ndo possui

citotoxicidade para este tipo de célula (figura 38).

40+

Viabilidade celular (%)

Concentragédo (ug)

Figura 38 - Grafico representando a porcentagem de células (glioblastoma humano U87) vivas
através de teste colorimétrico do MTT e por exclusdo pelo método do azul de tripan apés
periodo de incubacéo de 24 horas em diferentes concentragdes em triplicata do pico 13
do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer.

4.13 - Sequenciamento do pico repurificado por Degradagcdo de Edman

O pico 30b proveniente da repurificacdo do pico 30 foi submetido ao

sequenciamento de aminoacidos por degradacdo de Edman onde foi possivel obter
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a seguinte sequencia: mkvailflsi Ivlavasesi eesrddfave elgratcagc dppcketcdc
cgergecvcg gpcicrqgyf wiawyklanc kk. Esta sequéncia de 82 aminoacidos pertence
a neurotoxina Tx2-6 de Phoneutria nigriventer. Esta neurotoxina é um inibidor
irreversivel de canais de sodio voltagem-dependentes (NAV), desloca a condutancia
para potenciais mais negativos e diminuir o pico de corrente. Causa coceira,
lacrimejamento, salivacdo, sudorese e agitacdo seguida por paralisia espastica das
extremidades anteriores. E inseticida para moscas domésticas e aumenta a funcéo

erétil de ratos, aumentando a liberacdo de éxido nitrico (NO) no tecido cavernoso.

4.14 - Analise da viabilidade celular em cultura de neuro-basal dos picos do

veneno de Phoneutria nigriventer com acéo sobre a termorregulacdo em ratos:

Dando continuidade a ideia de qual atividade estes picos apresentam em
cultura de células e sabendo que em glioblastoma humano ndo foi observado
nenhuma atividade citotoxica, esses picos foram testados em cultura de célula

neuro-basal.

No teste com as células neuro-basais foi possivel observar que em 6 horas de
incubacédo o pico 29 nao alterou a viabilidade das células em relagéo ao controle, no
entanto ap0s 24 horas de incubacdo, as células tratadas com o pico 29 nas
concentracbes de 1,5625 pg/mL e 0,78125 pg/mL apresentaram alteracdo na
viabilidade celular. As demais concentracbes, apesar de mais altas, né&o

apresentaram alteracao significativa (Figuras 39 e 40).
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150 6 horas - pico 29
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Figura 39 - Viabilidade celular neuro-basal com periodos de incubacdo de 6 horas com pico 29.
Porcentagem de células (neuro-basal) vivas apds periodo de incubacdo de 6 horas em
diferentes concentra¢bes (12,5 pg/mL; 6,25 pg/mL; 3,125 pg/mL; 1,5625 pg/mL e
0,78125 pg/mL) em triplicata do pico 29 do pool lll do veneno de Phoneutria nigriventer.
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Figura 40 - Viabilidade celular neuro-basal com periodos de incubagcédo de 24 horas com pico 29.
Porcentagem de células (neuro-basal) vivas apos periodo de incubacdo de 24 horas em
diferentes concentragbes (12,5 pg/mL; 6,25 pg/mL; 3,125 pg/mL; 1,5625 pg/mL e
0,78125 pg/mL) em triplicata do pico 29 do pool lll do veneno de Phoneutria nigriventer.

No tratamento das células com o pico do pool Il do veneno de P. nigriventer
sobre a viabilidade de células neuro-basal, ap6és 6 horas de incubacdo, a
concentracdo 6,25 pg/mL aumentou a viabilidade destas células. Enquanto que
depois de 24 horas esta concentracdo ndo apresentou mais atividade significativa,
mas a de 0,78125 diminuiu a viabilidade das células (figura 41 e 42). Da mesma
forma que as concentracdes mais altas do pico 29 ndo apresentaram resultados
significativos, o pico 30 também néo apresentaram diminuicdo da viabilidade celular

significativa.
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6 horas - pico 30
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Figura 41 - Viabilidade celular neuro-basal com periodos de incubacdo de 6 horas com pico 30.
Porcentagem de células (neuro-basal) vivas apés periodo de incubacédo de 6 horas em
diferentes concentragbes (12,5 pg/mL; 6,25 pg/mL; 3,125 pg/mL; 1,5625 pg/mL e
0,78125 pg/mL) em triplicata do pico 30 do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer.
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Figura 42 - Viabilidade celular neuro-basal com periodos de incubagdo de 24 horas com pico 30.
Porcentagem de células (neuro-basal) vivas apos periodo de incubacdo de 24 horas em
diferentes concentragbes (12,5 pg/mL; 6,25 pg/mL; 3,125 pg/mL; 1,5625 pg/mL e
0,78125 pg/mL) em triplicata do pico 30 do pool lll do veneno de Phoneutria nigriventer.

Os resultados referentes ao pico 31 do pool Il estdo representados nas
figuras 43 e 44. A figura 26 mostra a viabilidade celular de neuro-basal ap6s 6 horas
de incubacédo, a concentracédo de 12,5 ug/mL do pico 31 foi a Unica que interferiu e
aumentou a viabilidade celular significativamente. Ja a figura 27 mostra ap6s o
periodo de incubacédo de 24 horas, no qual apenas a concentracdo de 1,5625 pug/mL

mostrou uma diminuicdo da viabilidade celular significativo.
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6 horas - pico 31
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Figura 43 - Viabilidade celular neuro-basal com periodos de incubacdo de 6 horas com pico 31.
Porcentagem de células (neuro-basal) vivas apds periodo de incubacédo de 6 horas em
diferentes concentragbes (12,5 pg/mL; 6,25 pg/mL; 3,125 pg/mL; 1,5625 pg/mL e
0,78125 pg/mL) em triplicata do pico 31 do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer.
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Figura 44 - Viabilidade celular neuro-basal com periodos de incubagdo de 24 horas com pico 31.
Porcentagem de células (neuro-basal) vivas apés periodo de incubacdo de 24 horas em
diferentes concentra¢bes (12,5 pg/mL; 6,25 pg/mL; 3,125 pg/mL; 1,5625 pg/mL e
0,78125 pg/mL) em triplicata do pico 31 do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer.

88



5 - DISCUSSAO:

Dentre as espécies envolvidas nos acidentes com artropodes, a espécie de
Phoneutria nigriventer e de Tityus serrulatus sdo responsaveis por grande parte dos
acidentes. As manifestacfes clinicas dos acidentes causados por P. nigriventer
indicam acdes centrais e periféricas (VITAL & VELLARD, 1925; in GOMEZ et al,
2002). Dentre diversas manifestacfes estdo dor, vomito, taquicardia, hipotenséao,
hipertenséo, arritmia, sudorese e tremores (BUCARETCHI et al, 2000; FONTANA &
VITAL, 1985; in GOMEZ, et al, 2002; SHENBERG & LIMA, 1966 in GOMEZ et al,
2002). O veneno de Phoneutria nigriventer € composto por diversos componentes
gue atuam em canais de importancia neuronal, como canais de soédio, calcio e
também potassio. Gomez e colaboradores (2002) quantificou dezessete peptideos
ativos com func¢bes envolvendo canais ibnicos e também receptores com pesos
entre 3500 e 9000 Da. Ja no escorpionismo, 0s sintomas incluem também tremores
e sudorese, que sao sintomas ligados com a termorregulacdo. No entanto, ha
controvérsias sobre o estado térmico mais comum de pacientes acidentados com o
escorpido T. serrulatus. Bucaretchi e colaboradores (1995) e Louza (2006) afirmam
gue a hipotermia € mais comum, entretanto Bahloul et al (2005) afirma que o estado
mais comum neste tipo de envenenamento é a hipertermia. O veneno do escorpido
T. serrulatus, tal como o de P. nigriventer, também atua sobre canais de importancia
neuronal, no caso canais de soédio voltagem-dependente e de potassio (LOUZA,
2006).

Dentre vérios trabalhos publicados é possivel perceber que ha muitas
moléculas com acdes antagbnicas dentro do veneno da aranha. A fracao
denominada Tx2 j& foi testada varias vezes quanto a sua a¢cao sobre canais de sédio
voltagem-dependente. Ela ndo sO diminui a inativagdo como aumenta a ativacao
destes canais (ARAUJO et al, 1993; ROMANO-SILVA et al, 1993), permitindo a
despolarizacdo da célula e a liberacao de glutamato (ROMANO-SILVA et al, 1993) e
de acetilcolina (MOURA et al, 1998). Por outro lado temos também a fracdo Tx3 e
suas subfracdes (Tx3.1-6) que atuam bloqueando canais de célcio e inibindo a

liberacdo destes mesmos neurotransmissores. A subfracdo Tx3-2 inibe parcialmente
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canais de calcio do tipo L (KALAPOTHAKIS et al, 1998), a Tx3-3 inibe canais de
célcio dos tipos P, Q e parcialmente L (LEAO et al, 2000) e a Tx3-4 inibe canais dos
tipos N e Q (SANTOS et al, 2002). Martim-Moutor et al (2006) citado em Silva et al
(2012) estudou a Tx1 e descobriu que esta bloqueava canais de sédio voltagem-

dependente.

A acédo do veneno de escorpido nos canais de sédio dependente de voltagem
se assemelham em muito com a fracdo Tx2 da P. nigriventer. O veneno possui em
especial dois tipos de neurotoxinas (a e ). Enquanto a alfa inibe a inativacdo do
canal, a beta deixa o limiar de disparo da célula mais baixo (LENCIONE, 1996;
LOUZA, 2006). Em relacdo aos canais de potassio, estes sd0 responsaveis por
repolarizar a célula apés o potencial de acéo, se estes sdo bloqueados ha intensa
liberacdo de neurotransmissores, e neste caso principalmente uma bomba de
adrenalina, noradrenalina e acetilcolina (NENCIONE, 1996). Em outras palavras, 0
neurbnio em repouso Possui carga negativa e o meio extracelular carga positiva,
isso ocorre principalmente em funcdo da bomba de sédio/potassio, que coloca dois
ions de potassio para dentro da célula e trés ions de sodio para fora da célula. Um
estimulo elétrico externo as células nervosas e musculares permite maior
permeabilidade da membrana e a troca rapida de ions pela mesma para dar
continuidade ao impulso elétrico. O potencial de membrana volta mais lentamente ao
potencial de repouso, este retorno lento é realizado pela saida de potassio através
de canais de potassio. Se a célula ndo consegue se repolarizar, a liberacdo de
neurotransmissores € mantida. Cruttenden (2003) ainda afirma que este veneno age
simultaneamente em nervos simpaticos e parassimpaticos causando acdes

antagonicas.

Sendo assim, é possivel perceber que os sintomas descritos apds acidentes
com Phoneutria nigriventer e Tityus serrulatus também podem ter sintomas diversos,
podendo ser descritos como antagdnicos por alguns pesquisadores. Dentre esses
sintomas estdo, hipotensdo e hipertensdo ou hipotermia e hipertermia
(BUCARETCHI et al, 2000; CRUTTENDEN, 2003; GOMEZ et al, 2002). Portanto,
este trabalho tem o objetivo de avaliar a atividade do veneno total de Phoneutria
nigriventer e de Tityus serrulatus, e suas fracdes isoladas em relacéo a variacao da

temperatura corporal de ratos jovens.
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Os efeitos antagonicos citados podem também ser vistos neste trabalho tanto
nos ensaios realizados com os animais tratados com oS venenos brutos como com
as fracdes purificadas. Os animais tratados com 0s venenos brutos mostraram acéo
tanto hipotérmica quanto hipertérmica. Os dados obtidos utilizando o veneno bruto
de Phoneutria nigriventer mostraram ter uma acao principalmente hipotérmica em
ratos. Ja com o veneno bruto de Tityus serrulatus foi possivel observar uma
tendéncia a aumentar a temperatura corporal em ratos, da mesma maneira que ja foi
descrito por Bahloul et al (2005). O erro padrdo nos animais tratados com o0 veneno
de T. serrulatus é muito alto, isto ocorreu em funcdo de no minimo dois animais
terem mostrado uma atividade hipotérmica, alcancando aproximadamente uma
variacdo de 3 °C em relacdo a temperatura basal do mesmo animal, demonstrando
mais uma vez esses sintomas antagénicos (BUCARETCHI et al, 2000; FONTANA &
BRAZIL, 1985; “apus” GOMEZ et al, 2002). Portanto, com os dados obtidos, foi
possivel observar que os animais tratados com o veneno de T. serrulatus
apresentaram um estado hipertérmico. A média da variacdo das temperaturas em
ratos tratados com o veneno intraperitoneal foi superior ao dos ratos controles. O
set-point em ratos € bastante regulado, isso significa que esta espécie é bastante
resistente a alteracdes de temperatura, principalmente também por possuir adipdcito
marrom. Este tecido, diferente do adipdcito branco, pode gerar calor (Ketzer & Meis,
2008), entdo para uma substancia causar um estado hipotérmico neste animal,
sugere uma acdo muito potente. Devido a diversidade da composicdo destes
venenos (GOMEZ et al, 2002; LOUZA, 2006), além dos testes in vivo utilizando o
veneno total, foi realizado também testes in vivo com as fragbes do veneno, no
intuito de identificar a fracdo ativa na termorregulacédo. O fracionamento dos venenos
resultou em fracdes contendo moléculas de diferentes pesos moleculares, como era
esperado, por ser uma cromatografia de exclusdo molecular, onde as moléculas de
alto peso molecular sdo eluidas primeiro, seguidas pelas moléculas de médio peso
molecular e as ultimas moléculas a serem eluidas séo as de baixo peso molecular.
Desta forma, o pool | do veneno de Phoneutria nigriventer evidenciou bandas entre
80 e 40 kDa e algumas menos evidentes abaixo de 40 kDa. Ja o pool Il evidenciou
moléculas com peso molecular abaixo de 30 kDa, e os pools Ill e IV evidenciaram

moléculas de peso molecular entre 30 e 20 kDa.
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As bandas dos pools do veneno de T. serrulatus também demonstraram pools
com diferentes constituintes. O pool | evidenciou bandas entre 80 e 50 kDa, o pool Il
entre de 50 kDa e 30 kDa. J4 os pools Illl e IV evidenciaram bandas de
aproximadamente 30 kDa. No entanto, o material dos pools V de ambos 0s venenos

nao foram visualizados, nem pela coloragéo por Coomassie nem por nitrato de prata.

Com o intuito de aprofundar o estudo sobre qual dessas fracoes
apresentavam atividades sobre a termorregulacéo, os pools foram testados in vivo e
foi possivel observar que o pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer acarretou
uma diminuicdo da temperatura corporal nos ratos a partir da segunda hora do
experimento. E importante ressaltar que um dos sete animais tratados morreu antes
de terminar a terceira hora de experimentacdo. No entanto, o pool Il apresentou
atividade hipertérmica, também a partir da segunda hora, mas este ndo manteve o
aumento da temperatura corporal como o pool Il continuou mantendo a atividade
hipotérmica. Portanto, a atividade do pool Il conseguiu ser controlada mais

facilmente pelo o organismo do rato do que o pool Il

Estudos mostram que os acidentes com Phoneutria. nigriventer podem
causar, em alguns casos, tremor e/ou sudorese, evidenciando o efeito antagbnico
deste veneno (BUCARETCHI et al, 2000; FONTANA & VITAL, 1985; in GOMEZ et
al, 2002). Desta forma, corroborando com os dados obtidos neste trabalho, onde o

pool Il causou hipertermia e o pool Il hipotermia.

Portanto, com o intuito de identificar os possiveis componentes responsaveis
pela atividade sobre a termorregulacéo, os pools ativos foram purificados e testados
in vivo. Nesta etapa, de purificacdo, foi possivel observar que o pool Il de Phoneutria
nigriventer, com acao hipotérmica apresentou um cromatograma contendo 32 picos.
Entretanto foram escolhidos 6 destes 32 para testes in vivo, devido ao rendimento
dos picos, mas nenhum destes escolhidos foi responsavel pela atividade
hipotérmica, apresentada pelo pool Il. Apesar de nenhum dos picos escolhidos
apresentarem atividade hipotérmica, os picos 8 e 13 foram responsaveis por um
aumento significativo, da temperatura corporal dos ratos, na terceira hora de
experimento em relagcdo aos animais controles. Dentre os picos escolhidos, o pico 8
foi o de menor intensidade, com isso so6 foi possivel a tentativa de identificagdo por

espectrometria de massas. J4 o pico 13 foi submetido a avaliacdo da viabilidade
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celular pelo método colorimétrico de MTT utilizando células de glioblastoma humano
(U87), pois, & descrito que os venenos desses artropodes possuem muitas
neurotoxinas, ou seja, tém acdo nas células do sistema nervoso (BUCARETCHI et
al, 2000). Sueur e colaboradores (2005) também testaram o veneno de Phoneutria
nigriventer em cultura de células quanto a viabilidade e esses testes foram
realizados em trés tipos de células diferentes, de origem neuronal: ECV304
endotelial; C6 glioma; e MDCK epitelial, evidenciando que houve uma pequena
diminuicdo da viabilidade das células da linhagem C6 glioma, sem interferéncia nas

demais linhagens.

Assim, como o pico 13 é responsavel pelo aumento da temperatura corporal,
também foi testado juntamente com o medicamento para Hipertermia Maligna, o
Dantrolene. A Hipertermia Maligna é uma doenca genética na qual o paciente tem
sua temperatura corporal aumentada quando submetido a alguns tipos de
anestésicos inalatérios como halotano, isoflurano ou succinilcolina (BANDSCHAPP
& GIRARD, 2012). Sabe-se que o Dantrolene age bloqueando canais de calcio do
tipo RYR1 e RYRS3, presentes em musculo esquelético e em outros tecidos incluindo
cérebro, respectivamente (PIRES, 2005). Visto que, as neurotoxinas de Phoneutria
nigriventer atuam em canais de importancia neurolégica e também na liberacdo de
neurotransmissores em fendas sinapticas (ANTUNES & MALAQUE, 2003;
NENCIONI, 1996), o sinergismo deste medicamento com este pico isolado do
veneno de Phoneutria nigriventer poderia auxiliar no estudo desta molécula. No
entanto, os testes referentes a acdo conjunta do pico 13 com o Dantrolene, néo
evidenciaram resultados significativos. Se tratando de um medicamento para
hipertermia maligna e também um relaxante muscular, o resultado esperado era que
a temperatura caisse no grupo de animais tratados somente com o medicamento,
entretanto ndo foi o ocorrido. Sabe-se que o Dantrolene atua em canais especificos
de célcio, receptores diferentes de ryanodine, e estes tipos de canais podem ter a
localizacdo e concentragcbes diferentes em humanos e em ratos (PIRES, 2005).
Assim podendo ser uma explicacdo plausivel para estes resultados néo
significativos, como também, que a doenca hipertemia maligna esta relacionada com
diversas mutacbes genéticas e a maioria estd associada com o cromossomo 19, o

gene para o receptor ryanodine RYR1 (ALI et al, 2003; KIM, 2012). Como os animais
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nao possuem a doenca hipertermia maligna podem simplesmente nao ter o receptor

ryanodine “modificado” para interagir com o principio ativo do Dantrolene.

Foi visto anteriormente que o pico 13 aumentava a temperatura corporal em
ratos, entretanto um novo grupo tratado somente com o pico 13 foi feito novamente
para a etapa que envolveu a utilizacdo do Dantrolene, ou seja, este grupo em
particular ndo foi tratado com o Dantrolene em conjunto. Contudo os resultados
desse grupo tratado somente com o pico 13 mostrou que a temperatura néo voltou a
aumentar como tinha acontecido com o grupo anterior. Todavia, 0s testes com 0s
dois “grupos pico 13” foram realizados em tempos muito distantes, com diferenga de
oito meses. Mesmo nédo descongelando durante este periodo o material contendo o

pico 13 do pool Il de Phoneutria nigriventer, supde-se que a atividade foi perdida.

Com o intuito de identificar qual molécula estava presente no pico 13, foi
necessario a andlise destes picos por espectrometria de massas. Resultante desta
analise foram obtidas massas semelhantes a moléculas ja descritas, das familias
das Taquicininas e das Ctenotoxinas, principalmente do tipo Pnla. Estas moléculas
veem sendo estudadas e sabe-se que as taquinicininas possuem acdes
farmacoldgicas generalizadas, atuando no sistema nervoso central, cardiovascular,
genitourinario, respiratdrio e sistema gastrointestinal. Ja os compostos da familia
Ctenotoxina estdo descritas como a ctenotoxina U13-CNTX-Pnla atuando, de
acordo com o banco de dados Swiss/Prot, provavelmente como uma neurotoxina e a
U19-CNTX-Pnla ndo é toxica para camundongos e insetos (RICHARDSON et al,

2004). Ambas sao neurotoxinas produzidas pela espécie Phoneutria nigriventer.

Assim como o pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer era responsavel
pela atividade hipotérmica, o pool Il também tinha evidenciado uma atividade
hipertérmica. Entdo, agora analisando os resultados para o pool Il pode-se perceber
que os seus picos 30 e 31 aumentam a temperatura nos animais, enquanto o seu
pico 28/29 diminui a temperatura corporal nos ratos. O pool Ill do veneno da aranha
Phoneutria nigriventer mostrou uma atividade hipertérmica, entretanto um dos picos
deste pool testados em bioensaio diminuiu a temperatura em ratos. Mais uma vez é
visto nos resultados que o veneno possui moléculas com acgbes antagodnicas
(GOMEZ et al, 2002).
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Desta forma, os picos do pool Il testados e que apresentaram atividade sobre
a temperatura corporal em ratos foram novamente purificados para dar seguir para a
proxima etapa que envolvia o uso de LPS de bactéria E. coli. Os trés picos 28/29, 30
e 31 ndo estavam muito puros, por esse motivo, que os picos foram repurificados.
Apéds separacdo estes subpicos foram testados novamente para saber em qual (is)
atividade se concentrava. O subpico 28/29, com acéo hipotérmica, gerou mais trés
subpicos e os picos 30 e 31, geraram dois subpicos cada um (29a, 29b, 29c, 30a,
30b, 31a e 31b). Dos trés subpicos pertencentes ao pico 28/29, aquele(s) que
mostrasse(m) atividade hipotérmica seriam testados em conjunto com o LPS, para
verificar se um mecanismo de agao interferiria no outro, entretanto nenhum dos trés
subpicos mostrou a atividade esperada. Desta forma, o LPS sera testado em outro
trabalho futuro. Assim como os subpicos do pico 28/29 ndo mostraram atividade
sobre a temperatura corporal em ratos, os demais subpicos separados também nao
mostraram. O veneno possui muitas moléculas e estas podem interagir umas com as
outras para ter um efeito satisfatério quanto ao estado de envenenamento. O veneno
de escorpido € um bom exemplo, com as neurotoxinas alfa e beta atuando juntas
(NENCIONE, 1996).

Destes sete picos repurificados testados in vivo, apenas o pico 30b, devido ao
rendimento, foi submetido ao sequenciamento de aminoacidos por degradacdo de
Edman. Os demais picos serdo sequenciados em trabalhos futuros. O pico 30b,
apesar de nao ter apresentado atividade sobre a temperatura corpérea nos animais
foi selecionado anteriormente para ser sequenciado, se tratando da neurotoxina Tx2-
6. Esta neurotoxina age principalmente diminuindo a inativacdo de canais de sédio
(ARAUJO et al, 1993; LEITE et al, 2012; MATAVEL et al, 2002), podendo causar
também, em ratos, piloerecdo e tremores (LEITE et al, 2012) que sdo respostas
controladas pela termorregulacdo (MAGALHAES et al, 2001; SCHMIDT-NIELSEN,
2002).

Curiosamente, Leite e colaboradores (2012) também fizeram testes com o
tecido cerebral, pulméo e coracdo de animais tratados com esta neurotoxina e
descreveu que o tecido cerebral foi 0 que menos afetado. Os pulmdes apresentaram
congestdo vascular e hemorragia alveolar e o coragdo apresentou hemorragia no
tecido sub-endotelial. Antes da repurificacdo dos picos 28/29, 30 e 31, foram

realizados testes de viabilidade celular em cultura de célula neuro-basal. Todos os
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picos diminuiram a viabilidade celular destas culturas em baixas concentracdes apos
24 horas de incubacdo. Os animais tratados por Leite et al (2012) foram injetados
com uma concentragcdo 8x maior que os tratados no presente trabalho. Nossos
dados também mostraram que apos o periodo de incubacéo de 6 horas, os picos 30
e 31, em concentragbes mais altas foram significantes positivamente para a cultura

de células.

Desta forma, estes dados sugerem, inicialmente, que diferentes
concentracbes destes picos, e consequentemente da Tx2-6 podem ter acdes
diferentes, no qual as concentracfes mais altas sdo menos prejudiciais para alguns
tecidos de origem nervosa, ou mesmo que esta atividade, tanto hipotérmica quanto
hipertérmica seja responsabilidade de mais moléculas envolvidas, um possivel

sinergismo ou atuacao em conjunto.

Portanto, as alteracbes observadas com os pools Il e Ill de Phoneutria
nigriventer e dos pools também Il e Il do escorpido Tityus serrulatus, demonstraram
um efeito bastante significativo. Os picos 8 e 13 do pool Il de Phoneutria nigriventer
também mostraram uma acdo importante sobre a termorregulacdo. Dados
preliminares sobre estes peptideos evidenciam a semelhanca de proteinas de
massas semelhantes ja descritas que o correlacionam com ac¢fes neurotoxicas. Os
picos do pool Il do veneno de Phoneutria nigriventer também mostraram dados
interessantes, comparados com as acodes, provavelmente envolvendo sinergismo e
sem afetar muito a viabilidade de algumas células de origem nervosa. Estes efeitos
parecem ser mediados por uma acao direta em receptores do S.N.C. tendo em vista
o tempo de inicio dos efeitos. Entretanto ndo podemos descartar o envolvimento de
mediadores inflamatérios na acdo, muito embora o veneno tenha pouco efeito
inflamatorio no local de acdo. Outra hipotese seria a agdo sobre o S.N.C. através de
outros mediadores que desencadeariam o efeito sobre a regulacdo térmica. Um
problema encontrado foi a auséncia de um antagonista farmacolégico puro que
atuasse sobre a regulacéao térmica e que néo estivesse relacionado a mecanismos

antipiréticos/anti-inflamtérios.
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6- CONCLUSAO:

O estudo dos efeitos das toxinas animais tem demonstrado ser importante
fonte para a descoberta de novas biomoléculas com potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos. Sua elevada seletividade bem como efeitos em
baixas doses sugere 0 uso direto ou ainda o desenvolvimento de novas moléculas
através do estudo das relacdes de estrutura e atividade. A classe dos agentes
antitérmicos/antipiréticos € quase que exclusivamente baseados no bloqueio de
mecanismos e mediadores inflamatoérios sendo raros compostos de acdo antitérmica
gue ndo atuem por este mecanismo. Os componentes testados no trabalho s&o
neurotoxinas, mas nao mostraram serem letais para as células no periodo de
incubacdo de 6 horas, que corresponde ao tempo em 0s principais sintomas de
envenenamento sdo observados em pacientes acidentados. Os componentes do
veneno de Phoneutria nigriventer mostraram possuir efeitos muitas vezes
antagobnicos, talvez com um possivel objetivo de confundir e desestabilizar o
organismo da presa ou predador. Assim facilitando a captura da presa ou fuga do
predador. Os resultados encontrados no presente trabalho também sugerem a
ocorréncia de somatoria e sinergismo entre as moléculas do veneno para melhor
desempenharem seu papel. Desta forma, o isolamento de toxinas das aranhas
Phoneutria nigriventer e do escorpidao Tityus serrulatus demonstrando acgao
expressiva sobre a temperatura em ratos sugere uma possivel aplicacdo como
agentes antitérmicos/antipiréticos quando este efeito € decorrente de outras
patologias abrindo a perspectiva para sua utilizacéo futura como uma nova classe de

farmacos com esta acao.
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