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RESUMO

Nos dias atuais vem se empregando diversas pesquisas no ramo do tratamento de cancer, visando
novas descobertas para encontrar a cura das neoplasias. Neste estudo buscamos correlacionar o
efeito do tratamento com o veneno do escorpido amarelo sobre o crescimento do tumor de
Ehrlich. O veneno do escorpido amarelo foi extraido in vivo com uma técnica experimental, que é
diluido até a concentracdo apropriada para a metodologia usada na pesquisa. Foram empregados
neste estudo 20 camundongos Suicos, machos, com idade 30 a 45 dias divididos em dois grupos,
sendo 10 animais tratados com soro fisiolégico e outros 10 animais tratados com veneno. Como
parametro de avaliacdo foi tomado o crescimento tumoral, a producdo de 6xido nitrico NO, o
influxo e espraiamento de macréfagos. Constatou-se que o tratamento com o veneno do escorpido
amarelo reduziu o crescimento tumoral, ndo influenciou a producéo de 6xido nitrico. O veneno
do T. serrulatus mostrou importante efeito quimiotético para macréfagos, porém, ndo foi capaz
de induzir a um aumento na taxa de espraiamento dos mesmos. Com base nos resultados
encontrados podemos ressaltar que o tratamento com veneno possui efeito significante no
controle do crescimento do tumor ascitico de Ehrlich e estudos posteriores s&o necessarios para
esclarecer os mecanismos envolvidos neste evento.

Palavras-chave: Veneno. Escorpido (Tityus serrulatus). Neoplasia. Tumor ascitico de Ehrlich.



ABSTRACT

In the present day has been employing various research in the field of cancer treatment, new
discoveries in order to find a cure for cancer. This study aims tocorrelate the effect of treatment
with the venomof the yellow scorpionon the growth of Ehrlich tumor. The yellow
scorpion venom was extracted with an in  vivoexperimental technique, whichis diluted to
the appropriate  concentration for the methodology used in research. Used in this
study were 20 Swiss mice, male, aged 30 to 45 daysdivided intotwo groups, 10 animals
treated with saline and 10animals treated with poison. Outcome measures were taken tumor
growth, the production of nitric oxide NO, and spreading the influx of macrophages. It was
foundthat treatment with the yellow scorpion venom reduced tumor growth did not influence the
production of nitric oxide. The venom of T. serrulatus showed significant chemotactic effect for
macrophages, however, was not able to induce an increase in the rate
of spreading them. Based on these results, we stress that treatment with venom has significant
effect in controlling tumor growth in Ehrlich ascites and further studies are needed to clarify the
mechanisms involved in this event.

Keywords: Poison. Scorpion (Tityus serrulatus). Neoplasia. In Ehrlich ascites tumor.
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1 INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

Segundo Saltsma, (2009) o corpo humano é formado por milhdes de células, que se
renovam constantemente através de mitoses sucessivas para substituir as células que foram
danificadas. Em condigdes normais esse processo é responsavel pela regeneracéo dos tecidos
saudaveis do corpo.

Crescimento e diferenciacdo celulares sdo processos essenciais para seres vivos. O
crescimento celular, aqui entendido como multiplicacdo celular, é responsavel pela formagao
do conjunto de células que compdem os individuos. Ele é indispensavel durante o
desenvolvimento normal dos organismos e necessario para repor as células que morrem apés
seu periodo de vida ou por processos patologicos. A diferenciacdo refere se a especializacéo.
morfologica e funcional das células que permitem o desenvolvimento do organismo como um
todo integrado. Em algumas situacfes nas quais estas células por razbes variadas sofrem
mutacdes e passam a proliferar rapidamente e sem controle. Perde a capacidade de se
diferenciar, estas alteragdes séo relacionadas a expressdo de genes que regulam o crescimento
e a diferenciacéo celular dando origem as neoplasias (BRASILEIRO FILHO, 2009).

As neoplasias sao classificadas de acordo com o comportamento bioldgico do tumor, séo
classificadas em benignas ou malignas, ou de acordo com a célula local (LAWALL, 2009).

As neoplasias malignas oferecem maior risco, pois, invadem os tecidos a sua volta e se
disseminam para outros orgaos e tecidos. Este oferecem maior risco e potencialmente fatal,
pode levar o portador a morte pela invasdo progressiva e destrutiva de Orgaos normais
disseminando-se por metastases hematogénicas ou linfaticas (MILIOLI, 2008).

A morte celular em tecidos normais como uma forma de regulacdo da populacéo celular é
fendmeno bioldgico conhecido. Esta alta destruicdo ativa de células ou grupos de células é uma
forma de morte denominada apoptose. A morte celular presente na renovacdo dos tecidos, na
atrofia dos 6rgdos hormdnio dependentes, na necrose de muitas neoplasias, nas necroses
secundarias a virus e nas mediadas por imunidade celular, constitui forma de apoptose. A
apoptose comeca com a condensacdo do nucleo e do citoplasma, diminuindo o volume celular.
Ha em seguida fragmentacdo do nacleo e da celular (corpos apoptoticos), com fagocitose total ou
parcial da célula apoptotica por uma célula adjacente ou por um macréfago. Os genes envolvidos
na regulacdo da morte celular programada, a apoptose, também participam da oncogéneses
(RIEDER; et.al, 2001).
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Por muitos anos, 0s oncogénes e 0S genes supressores de cancer ocuparam uma posicéo
central na compreensédo da base molecular da tumorigénese. Embora atuem bem diferentemente
0S genes que pertencem as ambas as classes regulam a proliferacéo celular. Apenas recentemente
tornou- se aparente que 0s genes impedem ou induzem a morte celular programada também séo
importantes variaveis na equacao do cancer (COTRAN; ROBBINS, 2010).

A resposta de defesa antitumoral envolve a ativagdo da resposta imune celular, onde o0s
macréfagos que sdo células com alto poder fagocitario, quando ativadas exibem uma
citotoxicidade seletiva contra células tumorais. Os linfocitos T e os macrofagos podem colaborar
na reatividade antitumoral porque o interferon gama (IFN- y) uma citocina derivada de linfécitos
T, é um potente ativador dos macréfagos. Estas células podem destruir tumores por mecanismos
similares aos usados contra microrganismos ou pela secrecdo de fator alfa de necrose tumoral
(TNF- o). Em adi¢do os seus muitos outros efeitos, esta citocina é litica para varias células
tumorais (ALMEIDA-OLIVEIRA; DIAMONDE, 2008)

O principal objetivo no tratamento da neoplasia é obter completa erradicacdo das células
tumorais, na busca de agentes eficientes com agédo farmacologica com diferentes objetivos como
eliminar das células tumorais, estimular a resposta de defesa anti-tumor ou evitar a progressao
tumoral por metastases (RUBIN; FARBER, 2002).

Em funcdo das dificuldades encontradas para impedir a progressdo neoplasica e para
propor novos tratamentos mais eficazes e com menor potencial lesivo, muitos estudos vém
sendo realizados, especialmente aqueles envolvendo neoplasias experimentais como o tumor
ascitico de Ehrlich (SAAD-HOSSNE; SAAD-HOSSNE; PRADO; GAMBERINI, 2004).

O tumor de Ehrlich foi descrito em 1906 como um carcinoma mamario de camundongos
fémea. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a forma solida, sendo
transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932, com Loewenthal e Jahn, é que
surgiu a forma ascitica, ou seja, aquela desenvolvida no periténio de animais inoculados com
células tumorais (SILVA; SANTOS; CASSALLI, 2006). Tem sido muito utilizado em pesquisas
de acdo de componentes quimicos, fisicos e bioldgicos sobre o crescimento, patogénese,
imunolodgica e terapéutica de células tumorais (PINTO; 2009).

A vantagem da utilizacdo de neoplasias transplantaveis, em comparacdo as demais,

possibilita o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas iniciais das células
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tumorais a serem inoculadas e sobre o desenvolvimento rapido da neoplasia, que restringe o
tempo de estudo (SILVA; SANTOS; CASSALLI, 2006).

Na biologia tumoral, os efeitos do éxido nitrico (NO) sdo complexos e dualisticos, ora
favorecendo a génese, 0 crescimento, a angiogénese e a invasdo tumoral, ora com agdes
antitumorais, pela citotoxicidade e pela indugdo da apoptose. O determinante para producéo de
maiores ou menores quantidades de NO depende da duracdo da atividade nas células normais
do hospedeiro, em condigdes fisiolégicas (BEGNAMI, 2004).

A inducdo da sintese de NO esta no contexto das defesas do organismo contra infeccdes,
inflamacdes e muitas neoplasias, contudo, dependendo das quantidades geradas, pode levar a
morte celular e danos teciduais. O NO é uma molécula importante como sinalizadora de diversas
funcbes tais como vasodilatacdo, neurotransmissdo, regulacdo da apoptose, carcinogéneses e
metabolismo do ferro. O NO é gerado por uma familia de isoenzimas expressas em uma grande
variedade de células de mamiferos, através da catélise enzimatica do aminoacido essencial L-
arginina (FLORA FILHO, R; ZILBERSTEIN, 2000).

A catélise enzimaticada reacdo do aminoacido L-arginina e oxigénio, que resulta na
formacdo de L-citrulina e Oxido Nitrico, é feita por enzimas que sdo constitutivas (CONS) ou
induzidas (iONS). As cONS sdo enzimas que estdo presentes em muitas celulas; sua liberacéo
depende da concentracdo intracelular de célcio/calmodulina e, uma vez liberadas, sintetizam NO
por curtos periodos.O NO formado por esta via participa de muitos processos homeostaticos. Por
outro lado, as iIONS independem da concentracdo intracelular de calcio, e sdo liberadas por
macrofagos poucas horas apos sua ativacao e também por outras células sob acéo de citocinas. As
IONS sintetizam NO por longos periodos (WIESINGER, 2001).

O NO também foi incriminado como agente de iniciacdo da carcinogénese em células
com inabilidade de gerar NO. Esta inabilidade, associada a outros fatores, poderia levar ao
descontrole da citoestase e da diferenciacdo celular, favorecendo a propagacdo de um clone
maligno e culminar com o surgimento de tumor (FLORA FILHO, R; ZILBERSTEIN, 2000).

Uma das oportunidades terapéuticas para neoplasias, que se investiga na atualidade sdo
0s constituintes da peconha de certos animais como serpentes e escorpides. Estudos avaliando a
constituicdo do veneno de escorpionideos aumentou o interesse dos cientistas, levando
bioguimicos, imunologistas, farmacologistas e fisiologistas ao conhecimento em nivel molecular,

incluindo seu mecanismo de ac¢do (PERES,2006).
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O veneno da espécie Tityus serrulatus, que parece ser o mais toxico de todos 0s
escorpibes, € uma mistura de peptideos téxicos e ndo tdxicos de seretonina, nucleotideos
aminoécidos, enzimas (hialuronisidase) e lipides produzido pelas glandulas localizadas no telson,
tem acdo neurotdxica, afetando as transmissdes nervosas e causando paralisias. O principal
sintoma apds uma picada é dor intensa e imediata no local, podendo ocorrer, em casos mais
graves, arritmia cardiacas edema agudo de pulmao e diminuicdo da temperatura corporal (Possani
et al, 1977). A toxina escorpidnica € uma mistura complexa de proteinas de baixo peso molecular
associada a pequenas quantidades de aminoacidos e sais, sem atividade hemolitica proteolitica e
fosfolipasica e ndo consome fibrinogénio (HERING, S.E. et al. 1993).

As neoplasias sdo doencas que representam um grave problema de salde publica. Ha alta

incidéncia das mesmas e se observa um crescente aumento no numero de casos. Por outro lado,
0s servicos de saude conseguem diagnosticar de maneira mais eficaz e precoce, o que favorece
uma boa resposta ao tratamento (GUERRA; GALLO; MENDONCA, 2005).
Embora tenha ocorrido uma grande melhora com relacdo ao diagnostico, os tratamentos atuais
continuam néo sendo eficazes para todos os tipos de neoplasias e apresentam uma série de efeitos
indesejados. Muitos estudos se voltam para metodos terapéuticos mais eficazes e uso de peconha
de certos animais vém apresentado resultados promissores (MENDES, 2007).

Em virtude dos fatos anteriores, buscamos com este trabalho realizar uma avaliagdo do
tratamento com a peconha do escorpido T. serrulatus no desenvolvimento do tumor de Ehrlich.
(ALVIM; KWASNIEWSK, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS
Avaliar o efeito do veneno bruto extraido do escorpido Tityus serrulatus sobre o
desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich.

2.2 ESPECIFICOS

e Auvaliar crescimento tumoral;
e Quantificar as células mononucleares presentes no lavado peritoneal e espraiamento de
avaliar macrofagos e o efeito do veneno sobre a resposta inflamatoria;

e Quantificar da producdo de 6xido nitrico.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAI

Foram constituidos dois grupos de 20 animais experimentais divididos em 2 grupos, |
(controle) e 1l (tratado). Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno e receberam
ra¢ao comercial para camundongos ¢ agua “ad libitum”. Todos 0s animais foram inoculados, por
via intraperitoneal (ip) com 10° células tumorais. Apés 48h do implante tumoral foram iniciados
os tratamentos.O grupo | foi tratado por quinze dias com solugdo fisiolégica, na dose de 0,2 mL,
por animal uma vez ao dia, por via intraperitoneal e o grupo Il foi tratado com veneno extraido do
T. serrulatus na diluicdo de 1:100 em solucdo fisiologica estéril, no volume de 0,2 mL por
animal, uma vez ao dia por via intraperitoneal. Decorridos quinze dias os animais foram
eutanasiados com dose letal de ketamina associada a xylasina (0,2mL de cada) e entdo recolhido
o lavado peritoneal para subsequente avaliacdo: a) da producdo de NO; b) da quantificacdo de
células tumorais; c) da quantificacdo de células mononucleares; d) do espraiamento de
macrofagos.

Este protocolo foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade

do Sagrado Coracéo (n° protocolo 178/11).
3.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos, com idade entre 30 e 45 dias
e procedentes do Biotério da Universidade do Sagrado Coracdo — USC (Figura 1). Durante os
experimentos os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (10 animais por caixa), com

ingestdo de agua "ad libitum" e racdo comercial especifica para camundongos.

Figura 1- Camundongos da linhagem Swiss.
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3.3 NEOPLASIA

Neste estudo foi empregado o tumor de Ehrlich, mantido no Biotério da Universidade do
Sagrado Coracdo - USC. As células neoplésicas foram mantidas “in vivo” por repiques semanais
em camundongos suicos, através do implante de 10" células tumorais por via intraperitoneal. Na
obtencdo de in6culos para implante do tumor, o fluido ascitico foi retirado, por puncdo da
cavidade peritoneal, e a suspensdo foi lavada por duas vezes em solugdo fisiol6gica a 1500 rpm,
por 10 minutos. A determinagdo do nimero total de células neoplasicas foi realizada através da
contagem em camara de Neubauer, e a concentracdo desejada foi obtida mediante diluicdo em
PBS estéril.

3.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Com o objetivo de se determinar a viabilidade celular a um volume de suspensédo de
células, foi acrescido um volume de Azul de Trypan na concentracdo de 0,2%. A seguir, uma gota
da suspensdo foi colocada entre lamina e laminula, e procedida a contagem percentual,
considerando-se vivas as células que excluirem o corante e mortas as que incorporarem o Azul de
Trypan (Figura 2). O percentual de células vivas foi determinado através de contagem de 200
células. Em todos os protocolos foram empregadas somente as suspensdes que apresentarem

viabilidade superior a 95%.

Figura-2 Teste de viabilidade celular
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3.5 OBTENCAO DO VENENO DO T. serrulatus

O animal foi posicionado sobre uma superficie de uma placa de vidro, onde 0 mesmo foi
preso por fita adesiva. Mantendo o corpo sem movimento, deixando apenas a cauda do animal
livre.Com auxilio de uma pinca retirou-se o telson e foi coletada a gota de veneno da extremidade
da cauda em tubo Ependorff. O método experimental descrito empregado ndo oferece riscos ao
pesquisador ou sofrimento desnecessario ao animal (Figuras 3, 4, 5 e 6).

Figura 3- Contencédo do animal Figura 4 - Pingcamento da cauda do animal

Figura 5 - Coleta do veneno Figura 6- Escorpido amarelo- T.serrulatus
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3.6 IMPLANTE TUMORAL

Apbs a obtencéo das células tumorais, foi estabelecida a concentracdo de 10* células/mL e

cada animal foi inoculado por via intraperitoneal com volume de 0,1mL da suspensao.
3.7 TRATAMENTO

Apo6s 48h do implante tumoral foram iniciados os tratamentos. Um grupo foi tratado por
dez dias com solucdo fisioldgica, na dose de 0,2 mL, uma vez ao dia, por via intraperitoneal e
outro grupo foi tratado com veneno extraido do T. serrulatus na diluicdo de 1:100 em solucdo

fisiologica estéril, no volume de 0,2mL por animal, uma vez ao dia por via intraperitoneal.
3.8 EUTANASIA

Os animais foram eutanasiados com dose letal de ketamina (0,2 mL) e xylasina (0,2 mL),
administrada por via intraperitoneal com auxilio de seringa hipodérmica. Durante Este

procedimento todo o cuidado foi observado para restringir ao minimo o sofrimento do animal.
3.9 OBTENCAO DO LAVADO PERITONEAL

Com auxilio de seringa descartavel foram inoculados 3mL de solucdo fisioldgica na
cavidade peritoneal. O abdome do animal foi massageado e posteriormente foi realizada uma
incisdo na mesma regido com o objetivo de se introduzir uma pipeta Pasteur e recolher o lavado

peritoneal. Todo este procedimento foi realizado apds o sacrificio do animal.
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3.10 CONTAGEM DE CELULAS PRESENTES NO LAVADO PERITONEAL

Apo6s a remocao do lavado peritoneal, a suspensdo de células foi diluida na proporcéo de
1:100, uma aliquota de 0,5mL foi separada. A esta aliquota foi adicionado um volume de 0,05mL
do corante Cristal Violeta. Posteriormente as células tumorais e mononucleares foram contadas

em camara de Neubauer.

3.11 CONTAGEM DIFERENCIAL DE CELULAS MONONUCLEARES E TUMORAIS

Foram realizadas distensdes da suspensdo obtida do lavado peritoneal e coradas pelo
método da hematoxilina-eosina (HE). Posteriormente, através de microscopia, foram avaliados

cinco campos microscopios aleatdrios e ndo coincidentes.

3.12 AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO (NO)

A determinacdo da concentracdo de nitrito € uma forma indireta de se determinar a
concentracdo de oxido nitrico (NO). Este procedimento foi feito utilizando-se o método de
Griess, este método quantifica indiretamente a producdo de NO pela determinacdo de nitritos e
nitratos acumulados no sobrenadante das células, ap6s o tratamento (Moshage, 1995). Para tanto
a cada 0,2mL de lavado peritoneal foi acrescido de 1,8mL do reativo de Griess (sulfanilamida a
1% em é&cido fosforico a 5% e Naphtylenediamina a 0,1% em agua destilada). Como branco do
teste empregamos 1,8mL de solucdo fisioldgica acrescido de 0,2mL do lavado peritoneal. A
reacdo ocorreu num periodo de 20min, ap6s o qual foi realizada a leitura em espectrofotdmetro
(CELM) em comprimento de onda 540nm. O célculo dos resultados foi realizado através da
comparacdo do comprimento de onda dos testes com o comprimento de onda de um padrdo com
100ug de nitrito/mL.
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3.13 ESPRAIAMENTO DE MACROFAGOS

Foi removida uma aliquota de 200uL do lavado peritoneal. A esta aliquota foram
acrescidos 200uL de meio RPMI 1640. O material foi depositado em lamina de microscopia e
incubado a 37°C por 1h. Decorrido este periodo as laminas foram lavadas vigorosamente com
auxilio de pipeta automética para remogdo das celulas ndo aderentes. As laminas foram ent&o
coradas pela HE e posteriormente realizada a contagem, em microscopio 6ptico, da proporcao de
macréfagos espraiados e ndo espraiados.

3.14 ANALISE ESTATISTICA

Foi empregado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com o objetivo de analisar
comparativamente o numero de células tumorais, células mononucleares, macrofagos espraiados
e da producdo de 6xido nitrico. No estudo estatistico foi observado um nivel de significancia
p<0,05. Os dados obtidos foram avaliados com auxilio do software Sigma Stat versdo 3.1 (Jandel

Scientific).
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4 RESULTADOS

Este estudo teve como principal alvo investigar se o tratamento com veneno do escorpido
amarelo teria alguma influéncia sobre o desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich (TAE).
Para tanto avaliamos inicialmente o nimero de células tumorais presentes na cavidade peritoneal
de camundongos portadores do TAE tratados com o veneno ou com solucdo fisioldgica.
Constatamos que o tratamento com o veneno reduziu significativamente o nimero de células

tumorais. Estes resultados estdo demonstrados na tabela 1 e figura 7.

Tabela 1 - Efeito do tratamento com veneno do escorpido amarelo — Tityus serrulatus sobre o
nimero de celulas tumorais presentes no lavado peritoneal.

Tratamento® Células tumorais (x10°/mL)
Fisiolégica 56,12+31,10°¢
Veneno 4,12+2,15"

Fonte: Elaborado pelos autores.

a — 0s animais foram tratados com soluc¢do fisiol6gica, 1x/dia, 0,2mL, ip ou com veneno do escorpido amarelo na
diluicdo 1:100, 1x/dia, 0,2mL, ip.

b- resultados expressos em média + desvio padrdo

c- n de 10 animais por grupo

#- P<0,05 na comparagdo com o grupo tratado com solucéo fisioldgica.
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Figura 7 - Efeito do tratamento com o veneno do T. serrulatus sobre o nimero de células tumorais.
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Outro parametro investigado, no sentido de esclarecer a resposta de defesa ao TAE frente
ao tratamento com o veneno do escorpido amarelo, foi & producéo de éxido nitrico. No modelo
experimental estudado n&o foi constatado qualquer efeito do tratamento com o veneno sobre a

producado deste mediador quimico inflamatorio. Estes resultados podem ser averiguados na tabela
2 e figura 8.

Tabela 2. Efeito do tratamento com veneno do escorpido amarelo — Tityus serrulatus sobre a
producdo de 6xido nitrico (NO).

Tratamento? NO (ug/mL)
Fisioldgica 2,32+1,22°¢
Veneno 2,97+1,61

a — 0s animais foram tratados com solucéo fisiologica, 1x/dia, 0,2mL, ip ou com veneno do escorpido
amarelo na dose de 1:100 1x/dia, 0,2mL, ip.

b- resultados expressos em média + desvio padrdo.

¢- n de 10 animais por grupo
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Figura 8. Efeito do tratamento com o veneno do T. serrulatus sobre 6xido nitrico.
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Com o objetivo de investigar o envolvimento de celulas mononucleares assim como o seu
estado de ativacdo, realizamos a analise quantitativa de macr6fagos néo espraiados e macréfagos
espraiados frente ao tratamento com veneno do escorpido amarelo. Observamos que o tratamento
aumentou significativamente o influxo de macréfagos, porém com relacdo ao espraiamento
constatamos que o0 tratamento com o veneno produziu um efeito inverso, reduzindo

consideravelmente este parametro. Estes resultados estdo demonstrados na tabela 3 e figura 9.

Tabela 3. Efeito do tratamento com veneno do escorpido amarelo — Tityus serrulatus sobre o
espraiamento de macréfagos.

Tratamento® Macréfagos ndo espraiados Macrdéfagos espraiados
Fisiolégica 33,9+39,91°° 25,70+16,45
Veneno 171,43+126,68# 2,14+2 19#

a — 0s animais foram tratados com solucao fisioldgica, 1x/dia, 0,2mL, ip ou com veneno do escorpido amarelo
na dose de 1:100 1x/dia, 0,2mL, ip.

b- resultados expressos em média+desvio padrdo, média de 5 campos microscopicos na objetiva de 40x

c- n de 8.a 10 animais por grupo
#- P<0,05 na comparacdo do numero de macrofagos espraiados com o himero de macréfagos ndo

espraiados, em funcdo do mesmo tratamento.
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Figura 9. Efeito do tratamento com o veneno do T. serrulatus sobre macréfago.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo visou investigar o efeito do veneno do escorpido amarelo sobre o
desenvolvimento tumoral. Na atualidade ha uma tendéncia no meio cientifico em avaliar a acdo
de bioprodutos com possibilidade de emprego na terapia de doencas cronicas como 0 cancer.
Com o tratamento de camundongos portadores do tumor ascitico de Ehrlich, constatamos que o
veneno de escorpido reduziu significativamente o numero de células tumorais. Na literatura
recente ha relatos de componentes do veneno podem ser associados a este efeito.

A possivel causa deste nimero reduzido de células tumorais no grupo teste se relaciona &
grande toxicidade que h& no veneno bruto do escorpido amarelo, agindo diretamente nas células
tumorais e também células saudaveis.

Este fato pode ser resultado de componentes do veneno. Ha relato de duas toxinas
denominadas toxinas a(TsTx) e PB(Ts Tx-1) (MENDES, 2007). Estas toxinas tambem s&o
responsaveis por rapida ativacdo da resposta imunologica e, como sdo proteinas de baixo peso
molecular, se difundem com facilidade através da circulacdo sanguinea. Porém, na constituicdo
deste veneno também é encontrada uma proteina de alto peso molecular com atividade
diferenciada: a hialuronidase. Esta proteina contribui para toxicidade do veneno, facilitando a
distribuicdo das toxinas nos tecidos (DINIZ; GONCALVES, 1960).

Com o intuito de esclarecer o papel do mediador quimico 6xido nitrico no modelo de
estudo empregado, o mesmo foi quantificado no sobrenadante obtido do lavado peritoneal.
Porém, ndo foi constatada estatisticamente ha diferenca entre os grupos tratados com solucao
fisiologica ou com o veneno de escorpido. Além disso, 0 NO é um mediador envolvido na
resposta de defesa e que apresenta efeito dibio. Seus efeitos podem ser pré ou antitumoral
dependendo do tumor em questdo e também da fase de desenvolvimento tumoral. O NO pode
apresentar efeito toxico as células tumorais ou inibitorias da resposta imunitaria antitumoral.

Com base em nossos resultados pode-se sugerir que, neste modelo experimental, 0 NO
ndo apresentou qualquer tipo de participacdo relacionada ao controle do crescimento tumoral,
portanto ha necessidade de maior investigacdo de outros mecanismos nesse evento.

A resposta imunoldgica contra o desenvolvimento neoplasico é baseada principalmente na
acdo de macrofagos e linfocitos natural Killer (NK). Outro pardmetro investigado neste trabalho
foi a avaliacdo do influxo de macrofagos e também a investigacdo da taxa de espraiamento dos

mesmos, uma forma de associar estas células com seu estado de ativagdo. Constatou-se que o
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veneno de escorpido é um potente agente quimiotatico para os macréfagos, porém produziu
significativa reducdo na taxa de espraiamento.

Macréfagos sdo células de altissimo poder fagocitario, importantes na defesa contra
tumores, porém embora ndo tenhamos constatado aumento na taxa de espraiamento paralelo a
contengdo do crescimento tumoral, pode-se sugerir que estes macréfagos possam estar liberando
mediadores quimicos como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) uma citocina potente na
ativacdo de linfocitos NK e T citotoxicos (LISBOA, 2008).
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6 CONCLUSAO

Constatou-se, através das analises realizadas, que:
e O veneno bruto do escorpido amarelo reduziu significativamente o crescimento do tumor
ascitico de Ehrlich;
e O efeito do veneno, neste modelo, ndo foi associado a alteragdes a producéo do NO;
e O veneno do T. serrulatus € um potente quimiotatico para macr6fagos, porém ndo oi
capaz de influenciar a taxa de espraiamento;
e Estudos futuros sdo necessarios para esclarecer a contencdo do crescimento tumoral

resultante do tratamento com o veneno.
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