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RESUMO
Introducdo: O Tityus obscurus Gervais, 1843 (Scorpiones: Buthidae), sindbnimo sénior de T.
paraensis Kraepelin, 1896 e T. cambridgei Pocock, 1897 tém ampla distribuicdo na
Amazonia brasileira, sendo o de maior importancia médica na regido e apresenta manifestacdo
clinica diversificada, dependendo da regido. Objetivos: Contribuir para o conhecimento da
diversidade do escorpionismo e do escorpido T. obscurus na Amazbnia brasileira,
Metodologia: Descrever, analisar e comparar 0s aspectos clinico-epidemioldgicos do
envenenamento, 0 molecular ao nivel do acido desoxirribonucleico (DNA) de espécimes que
ocasionaram acidentes, assim como, analisar a morfometria e a pegonha destes espécimes
capturados nas regifes Leste e Oeste do Estado do Pard, Brasil, distantes cerca de 850 km.
Resultados: No estudo clinico epidemioldgico, foram analisados 48 envenenamentos
comprovados por estes espécimes, no periodo de janeiro de 2008 a julho de 2011, sendo
70,8% da regido Leste e 29,2% da Oeste, com maior ocorréncia na faixa etaria acima de 15
anos, nos membros superiores e no periodo diurno; contudo, o tempo para o atendimento
médico foi abaixo de 3 horas, com maior mediana e intervalo interquartil no Oeste. Na Leste,
predominou gravidade leve, enquanto na Oeste, 0 moderado foi significante. A frequéncia dos
sintomas no sitio da picada foi similar em ambas as areas, enquanto as manifestacGes
sisttmicas foram significantes na Oeste, predomindo os sintomas gerais, oftalmoldgicos,
gastrointestinais e neurolégicos. Dentre os neuroldgicos, destacam-se as mioclonias, sensacao
de “choque elétrico”, disartria, parestesia, ataxia, dismetria e fasciculagdo, encontrados
somente nesta regido. No estudo do DNA, foi utilizado o gene mitocondrial 16S rRNA, cuja
analise comparativa das sequéncias das duas regides mostrou 9.06% de polimorfismo, com
divergéncia de 9.7 a 11%, com as arvores filogenéticas formando dois clados distintos no
Neijgbor-Joininge e na Maxima Parcimonia. Para a analise morfologica, foram aplicados
critérios taxondmicos morfométricos em 18 espécies coletadas na regido Leste e 20 da Oeste,
com tamanho variando de 62,15 mm a 85,24 mm, cujas medidas dos 29 caracteres dos
machos e fémeas das duas populagdes apresentaram maiores propor¢des das médias nos
espécimes da Oeste, enquanto a analise multivariada dos dois sexos mostrou nos estudos de
conglomerados e na analise discriminante, distincdo entre os individuos das duas populacdes.
Ja a analise quimica da peconha por meio do RP-HPLC e pela espectrometria de massa do
tipo MALDI-TOF/TOF encontrou divergéncia qualitativa e quantitativa no perfil
cromatogréafico das duas populacGes e nenhuma similaridade na composi¢do quimica entre 0s
seus componentes, com uma maior concentragio de neurotransmissores para canais de K e

para Na' na regido Oeste. Conclusdes: Concluimos que os escorpides analisados das



populacdes das regides do Leste e Oeste do Estado do Para da Amazénia brasileira e que hoje
conhecemos como T. obscurus Gervais, 1843, colocam em evidéncia uma diversidade
regional deste escorpido que pode estar relacionada a especiacdo dos espécimes, decorrente da
distancia e de barreiras geogréaficas, chegando a formar duas linhagens distintas, o que
justifica a diversidade genética na composicdo quimica da peconha e nas manifestacOes
clinicas nos envenenamentos encontrados neste estudo e sugerimos uma revisdo taxonémica

destes “espécimes”.

Palavras chave: Tityus obscurus; Envenenamento; Peconha; Espectrometria de Massa;
Morfometria; 16S rRNA, Diversidade; Amazonia.



ABSTRACT

Introduction: Tityus obscurus Gervais, 1843 (Scorpiones: Buthidae) is a senior synonymous
of T. paraensis Kraepelin, 1896 and T. cambridgei Pocock, 1897. It is widely distributed in
the Brazilian Amazon basin and is considered the most important species responsible for
scorpion stings. There were several differences in the clinical manifestations of envenomation
by this species. Objective: To contribute for the knowledge of scorpionism by T. obscurus in
Brazilian Amazon. Methods: We describe and compare the clinical and epidemiological
findings of envenomation by T. obscurus in eastern and west areas of the state of Para. The
composition of the venom, morphometric measures and DNA analysis of specimens captured
were also compared between study areas. Results: From Jan 2008 to Jul 2010 were included
48 patients with confirmed envenomation by T. obscurus. Most of them came from the
eastern region (70.8%). Median age groups were similar in both areas. Most scorpion stings
took place during the day and occurred significantly on the upper limbs. The time between the
sting and admission to the health center was less than three hours in both areas. Most eastern
patients had local manifestations while in the west, systemic manifestations predominated.
Local symptoms were similar in both areas, but systemic signs and symptoms were more
common in the west. Symptoms frequently observed at the sting site were local and radiating
pain, paresthesia, edema, erythema, sweating, piloerection and burning. The systemic
manifestations were higher in patients from the west. Furthermore, neurological symptoms,
such as general paresthesia, ataxia, dysarthria, myoclonus, dysmetria, and electric shock-like
sensations throughout the body were reported only by patients from the west. Mitochondrial
gene 16S rRNA showed a polymorphism of 9.06% with divergence from 9.7 to 11% forming
two distinct at Neijgbor-Joining and Maxima Parcimonia. There were 18 and 20 specimens
captured in west and in eastern regions, measuring between 62.15 to 85.24mm. The largest
specimens were captured in the west. Multivariate analysis showed a significant difference
between specimens from both sites. The analysis of venom by mass spectrometry and high
performance liquid chromatography showed significant differences in both the composition
and concentrations of venom components. The venom of specimens captured in west showed
a high concentration of compounds with affinity for K" and Na* channels. Conclusion: There
are a regional diversity in several aspects of envenomation by T. obscurus Gervais, 1843, in
the state of Para. The geographical separation promotes, probably, a speciation of specimens,

forming two distinct lineages, with 16S rRNA divergences and different length, chemical



composition of venom and clinical manifestations of envenomations. The authors suggest a

taxonomic review of this species.

Key-Words: Tityus obscurus; Envenomation; Venom; Mass spectrometry; Morphometric
analysis; 16S rRNA; Diversity; Amazon.
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1. INTRODUCAO

O envenenamento por escorpido ocorre tanto do Novo como no Velho Mundo
(HORTA; CALDEIRA; SARES, 2007; GOMEZ et al., 2010; JALALI et al., 2010), onde
cerca de trinta espécies sdo consideradas potencialmente perigosas para 0s seres humanos
(CHIPPAUX; GOYFFON, 2008).

A fauna brasileira de escorpifes é constituida por mais de uma centena de escorpides,
porém, quatro espécies sdo mais incriminadas nos envenenamentos, destes se destaca o T.
obscurus na regido amazénica (BRASIL, 2001, 2009), que mostra clinica diferenciada nos
envenenamentos no Estado do Para. Entretanto, poucos sdo os estudos clinicos do
envenenamento, da morfologia e do molecular dos espécimes e a caracterizacdo quimica da
peconha na literatura mundial, contudo, nenhum relato compara estas variaveis. Por isso, nos
propomos a realizar esta tese que objetiva analisar e comparar estas variaveis, visando
encontrar uma resposta as manifestagdes clinicas diferenciadas encontradas em regides

distintas do Estado do Para.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Os escorpides

S&o animais antigos cujos primeiros fosseis encontrados datam de 425-450 milhdes de
anos. O nome escorpido deriva do latim scorpio/scorpionis. No passado, apresentavam
habitos aquaticos ou anfibios, possuiam brénquias, pernas adaptadas a locomogdo nos
ambientes bentdnicos e se pareciam com 0s atuais espécimes. Na era carbonifera (325-350

milhdes de anos), passaram a colonizar o ambiente terrestre (CRUZ, 1994).

S&o encontrados em quase todos o0s ecossistemas terrestres, podendo viver em
condicdes fisicas extremas e adversas. Habitam regiGes quentes e temperadas, como desertos,
savanas, cerrados, florestas temperadas e tropicais. Algumas espécies se adaptaram a elevadas
altitudes, como nos Andes peruanos (LOURENCO, 1997), ou nas profundezas, como em
grutas de até 800 metros (LOURENCO; FRANCKE, 1985); outros suportam baixas
temperaturas (CRUZ, 1994); porém, sdo o0s ambientes aridos que apresentam a maior
diversidade de espécies (LUCAS; DA SILVA JUNIOR, 1992).

Segundo Lucas e Da Silva Janior (1992), Lourenco e VVon Eickstedt (2009) e Candido
(2010), o corpo dos escorpides é formado pela carapaca (cefalotérax, ou prossoma), tronco
(abdome, ou mesossoma) e a cauda (metassoma) (Fig. 1). Esta ultima é formada por cinco
segmentos e pelo telson na extremidade final da cauda, onde se encontram duas glandulas
produtoras da peconha e o ferrdo, ou aguilhdo, para inocular a pegconha que € utilizada para
imobilizagdo das presas (BRASIL, 2009; CANDIDO, 2010).

Carapaca (prossoma)

Tronco (mesossoma)

Cauda (metassoma) Telson

Figura 1. Aspecto morfolégico do escorpido
Fonte: Brasil (2009).
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Os escorpides pertencem ao Reino Animalia; Filo Arthropoda; Subfilo Chelicerata;
Classe Arachnida e Ordem Scorpiones, estando representados em todos os continentes, com
excecdo da Antartida. A fauna mundial é constituida por 18 familias (Quadro 1), 151 géneros
e 1.947 espécies; destes, cerca de trinta espécies sdo consideradas potencialmente perigosas
para 0s seres humanos, exceto uma espécie da familia Scorpionidae. As demais pertencem a
familia Buthidae, que inclui 56 géneros e 938 espécies distribuidos no Novo e no Velho
Continente (PRENDINI, 2011; CHIPPAUX; GOYFFON, 2008), com destaque para aquelas
pertencentes aos géneros Androctonus e Leiurus (Africa do Norte e Oriente Médio),
Centruroides (México e Estados Unidos) e Tityus (América do Sul e Trinidad) (LOURENCO;
VON EICKSTEDT, 2009).

Das 18 familias de escorpides descritas no mundo, quatro sdo encontradas no Brasil
(Quadro 2), com mais de 160 especies (BRASIL, 2009; LOURENCO, 2002; LOURENCO;
VON EICKSTEDT, 2009), entre estas, o T. serrulatus, T. bahiensis, T. stigmurus e T.
obscurus sdo as que mais causam envenenamentos (BUCARETCHI et al., 1995; BRASIL,
2009; PARDAL et al.,, 2003; SANTOS et al.,, 2010); entretanto, na regido Norte sdo
encontradas trés familias (Buthidae Kock, 1837; Chactidae Pocock, 1893; Hemiscorpiidae
Pocock, 1893), 12 géneros e 44 espécies (LOURENCO, 2002), sendo o T. obscurus
incriminado na maioria dos acidentes (PARDAL et al., 2003; BRASIL, 2009).

Quadro 1. Componentes das familias da Fauna Mundial de escorpides

Bothriuridae Simon, 1880 luridae Thorell, 1876

Buthidae C.L. Koch, 1837 Pseudochactidae Gromov, 1998
Chactidae Pocock, 1893 Scorpionidae Latreille, 1802
Chaerilidae Pocock, 1893 Scorpiopidae Kraepelin, 1905
Diplocentridae Karsch, 1880 Superstitioniidae Stahnke, 1940
Euscorpiidae Laurie, 1896 Troglotayosicidae Lourengo, 1998
Hemiscorpiidae Pocock, 1893 Typhlochactidae Mitchell, 1971
Heteroscorpionidae Kraepelin, 1905 Urodacidae Pocock, 1893
Hormuridae Laurie, 1896 VaejovidaeThorell, 1876

Fonte: Prendini (2011)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Animalia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Arthropoda
http://pt.wikipedia.org/wiki/Chelicerata
http://pt.wikipedia.org/wiki/Arachnida
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Quadro 2. Fauna escorpiodnica do Brasil.

Familia Bothriuridae Simon, 1880:
Géneros:

e Bothriurus Peters, 1861.
Brachistosternus Pocock, 1894.
Brazilobothriurus Lourenco & Monod, 2000.
Thestylus Simon, 1880.

Urophonius Pocock, 1893.
*Familia Buthidae Simon, 1879:
Géneros:

e Ananteris Thorell, 1891.
Isometrus Hemprich & Ehrenberg, 1828.
Microtityus Kjellesvig-Waerung, 1966.
Rhopalurus Thorell, 1876.
Tityus Koch, 1836.
*Familia Chactidae Laurie, 1896:
Géneros:

e Broteochactas Pocock, 1893.
Brotheas Koch, 1837.
Chactopsis Kraepelin, 1912.
Guyanochactas Lourenco, 1998.
Teuthraustes Simon, 1878.
Vachoniochactas Gonzalez-Sponga, 1978.
*Familia Hemiscorpiidae Pocock, 1893:
Género:

e Opisthacanthus Peters, 1861.

As familias sinalizadas com Asterix sdo encontradas na regido Norte
Fonte: Lourengo (2002); Lourenco e Von Eickstedt (2009).

2.2. Tityus obscurus Gervais, 1843.

A espécie T. obscurus (Fig. 2) esta incluida no grupo dos Tityus asthenes
(LOURENCO, 2002), sendo conhecida como o escorpido preto da Amazénia (BRASIL,
2009). Em revisdo critica das espécies de Tityus do Pard, Lourenco (1984) refere que T.
cambridgei Pocock, 1897 € sindnimo de T. paraensis Kraepelin, 1896, de T. amazonicus
Giltay, 1928 e de T. sampaiocrulsi Mello-Leitdo, 1931. Porém, atualmente, Lourengo e
Leguin (2008) ao estudarem dois espécimes fémeas de Tityus (Atreus) obscurus, oriundos da
Guiana Francesa e depositados no Muséum National d’Histoire Naturelle de Paris, referiram
ser Tityus obscurus Gervais, 1843 sindnimo sénior de T. paraensis Kraepelin, 1896 e de T.
cambridgei, Pocock, 1897. Desse modo, a denominacdo de T. obscurus passou a prevalecer
sobre as demais.

Esta espécie apresenta ampla distribui¢do, sendo comum na Guiana Francesa e em
todo o Estado do Para, Amapa e Mato Grasso (LOURENGCO, 1984, 2002; BRASIL, 2009).
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Figura 2. Aspecto morfoldgico dorsal e ventral do T. obscurus, macho.

Legendas: Pe=pedipalpos; Ma=mé&o ou chela; De=dedos ou pingas; Ti=tibia;
Fe=fémur; Qe=quelicera; Pr=prossoma; Ms=mesossoma; Mt=metassoma; Te=telson;
Sa=subaculear; Ac=aclleo ou ferrdo; Ps=pernas;, Tg=tergitos; Et=esternitos;
Pn=pente; Es=esterno.

Fonte: autor.

2.3. Escorpionismo

Segundo Chippaux e Goyffon (2008), cerca de 2 bilhGes e 300 milhdes de pessoas
vivem nas areas de risco, com 1 milhdo e 200 mil acidentes anuais. Esses autores
identificaram sete areas: norte do Saara Africano, regido Sahel da Africa (fronteira entre o
deserto do Saara e as terras mais férteis), sul da Africa, Oriente Médio, sul da India, México,
Ameérica do Sul a Leste dos Andes.

No Brasil, as espécies responsaveis pelos envenenamentos graves e até mesmo fatais
pertencem ao género Tityus (BRASIL, 2009), com destaque para T. serrulatus (encontrado no
Centro Oeste, Sudeste, Sul e Nordeste), estando associado aos acidentes de maior gravidade
principalmente em criangas (BUCARETCHI et al., 1995; BRASIL, 2001; SOARES;
AZEVEDO; DE MARIA, 2002; GUERRA et al., 2008; SANTOS et al., 2010). O T. bahiensis
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(Sudeste, Sul, Nordeste e Centro Oeste), T. stigmurus (Nordeste) e T. obscurus (Para, Amapa
e Mato Grosso) sao as outras espécies de grande importancia do escorpionismo no Pais.

Dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (BRASIL, 2014)!
registram 172.618 acidentes por escorpido no Brasil, no periodo de 2010 a 2012, com média
de 57.539 casos anuais; destes, 52,74% procedentes de Minas Gerais, Bahia e S. Paulo.
Enquanto a regido Norte registrou 8.503 acidentes, correspondendo a 4,9% dos casos do
Brasil, tendo o Estado do Para contribuido com 5.056 (59,4%) de todos o0s casos da regido.

No Estado do Pard, os agentes do escorpionismo sdo denominados escorpides ou
lacraus (PARDAL et al., 2003). Os primeiros casos foram relatados por Asano et al. (1996),
em estudo clinico e epidemioldgico de 12 pacientes internados no Hospital Universitario Jodo
de Barros Barreto, em Belém do Para (HUJBB), no periodo de 1992-1995. Em 2002, Martins
e colaboradores descreveram 61 casos ocorridos no ano de 1996, todos atendidos no HUJBB.

Fora da capital do Estado, existem relatos de acidentes no municipio de ltaituba,
localizado na regido Oeste do Estado, onde os escorpifes foram responsaveis por 15,8% dos
envenenamentos por animais peconhentos atendidos em hospital local (PARDAL,;
CARDOSO; FAN, 1999); enquanto que no municipio de Oriximina, entre 0os moradores
ribeirinhos do rio Trombetas, a ocorréncia foi de 16,8% (PARDAL et al., 2001); em Altamira
e Brasil Novo, Sperotto et al. (2001) descreveu 27 casos; contudo no Hospital Municipal de
Santarém, Pardal et al. (2003) atendeu 72 vitimas; entretanto, Pinheiro e Oliveira (2003) em
Santarém, registraram acidentes escorpiénicos por Rhopalurus amazonicus.

No Brasil, os escorpifes de importancia medica sdo o T. serrulatus, T. bahiensis, T.
stigmurus e T. obscurus, destacando-se a espécie T. serrulatus, (BRASIL, 2001, 2009). Na
Amazodnia, ocorrem envenenamentos pelas espécies T. obscurus, T. metuendus e T. silvestres,
sendo a primeira a de maior importancia (ASANO et al., 1996; FRAIHA NETO; PARDAL,
1996; SPEROTTO et al., 2001; MARTINS et al., 2002; PARDAL et al., 2003).

A sintomatologia e gravidade dos envenenamentos sdo dependentes da quantidade de
peconha inoculada e dos mediadores quimicos liberados, sendo classificados no Brasil em
leves, moderados e graves (BRASIL, 2001) (Quadro 3).

No Pard, dependendo da regido do Estado, o envenenamento pelo T. obscurus causa
sinais e sintomas diferenciados. Nos municipios de Santarem, Belterra, Prainha, Itaituba,
Altamira e Brasil-Novo, sdo descritas manifestagdes neuroldgicas de mioclonia em que as

vitimas referem como sensacdo de “choque elétrico” pelo corpo, disartria, dismetria e ataxia,

! http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/


http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/
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entre outras (PARDAL; CARDOSO; FAN, 1999; SPEROTTO et al., 2001; PARDAL et al.,
2003), ao contrario daqueles envenenamentos pelo mesmo artropode, ocorridos na regido
metropolitana de Belém, onde entre as neurologicas foram observadas somente tontura e
sonoléncia (MARTINS et al., 2002).

Dentre os estudos regionais sobre a gravidade dos acidentes, destacam-se o de Martins
et al. (2002), Pardal, Ribeiro e Miranda (2002) e Yamano et al. (1999) em Belém, na regido
Leste do Estado do Pard, que mostram o0s casos leves em maior ndmero, seguidos pelo
moderado e grave; porém, Sperotto et al. (2001) e Pardal et al. (2003) observaram, no Sul
(Altamira e Brasil Novo) e Oeste do Estado (Santarém, Belterra e Prainha), que os moderados

prevaleceram sobre os demais, sem ocorréncia de casos graves.

2.4. Marcadores moleculares

Vérios marcadores moleculares, tanto nucleares como mitocondriais, tém sido usados
para o estudo da filogenia dos artrépodes (GIRIBET; EDGECOMBE; WHEELER, 2001). A
primeira informacdo sobre a aplicabilidade da analise do DNA mitocondrial (mtDNA) para
taxonomia a nivel de espécies de escorpides foi descrita por Fet e Pondexter (1992) com
Centruroides exilicauda.

Dentre 0s marcadores mitocondriais utilizados para estudar a ampla gama de taxons,
destacam-se 0s genes RNA ribossémico (rRNA) 12S e 16S (S representa a unidade Svedburg,
uma medida da taxa de sedimentacdo) e o COI (Citocromo Oxidase 1) (PALUMBI, 1996).
Atualmente os genes 16S e COI s@o os mais utilizados no estudo do mtDNA dos escorpides,
como mostram os registros do GenBank (NCBI, 2014)? sendo o segmento 16S utilizado em
428 estudos relacionados a familia Buthidae. Dos escorpifes de importancia médica que
ocorrem no Brasil nos quais este gene foi estudado, existem dois registros para o T.
serrulatus, um para T. bahiensis e dez para o T. obscurus, que fazem parte do presente estudo.
O outro segmento estudado para esta mesma familia € o COI, com 429 registros.

Os genes rRNA sdo segmentos altamente conservados entre os vertebrados e insetos
(WOLSTENHOLME, 1992). Sdo denominados de genes pequeno (small) 12S (SrRNA) e
grande (large) 16S (LrRNA), contendo 789 e 1326 nucleotideos, respectivamente. S&o 0s
menores genes de metazoarios descritos, com somente uma cépia por genoma, ndo contendo
espacos nas suas regides (CLARY; WOLSTENHOLME, 1985; SIMON et al., 1994).

2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/



27

O primeiro estudo com escorpides empregando o marcador 16S rRNA foi realizado
por Gantenbein et al. (1999), sendo aplicado para caracterizar a filogenia a nivel de espécie
dos escorpides do género Euscorpius (GANTENBEIN; LARGIADER, 2003; FET et al.,
2005), do género Centruroides (TOWLER et al., 2001) e de outros da familia Buthidae
(TERUEL,; FET; GRAHAM, 2006; COSTA, 2008).

Varios estudos utilizaram o primer 16S rRNA especifico para escorpido, do trabalho
pioneiro de Gantenbein et al. (1999), também denominado de 16Sbr ou 16Sb (SIMON et al.,
1994) que corresponde a posicdo 12.867-12.887 do genoma da Drosophila yakuba (CLARY;
WOLSTENHOLME, 1985) (Fig. 3). O primer antisenso utilizado nesse mesmo estudo
também tem uma sequéncia especifica para escorpido e foi projetado por Vitor Fet
(GANTENBEIN et al.,1999) e corresponde a posicdo 13.218-13.310 no genoma da
Drosophila yakuba (CLARY; WOLSTENHOLME, 1985).

Figura 3. Mapa do genoma mitocondrial da Drosophila yakuba, mostrando a localizagdo do

gene 16S rRNA.
Fonte: Clary; Wolstenholme (1985).

2.5. A peconha dos escorpides

A peconha dos escorpides € constituida de proteinas altamente complexas que, quando
inoculadas, produzem alteracdes no organismo em funcdo da maior ou menor toxicidade e da
quantidade produzida pelas diferentes espécies, sendo secretada por um par de glandulas de
origem tegumentar situadas no telson (LOURENCO, 2002; BRASIL, 2009).

A peconha pode ser coletada por maceracdo da glandula ou estimulacdo elétrica do
telson (LUCAS, 2003). E uma substancia mucosa, opalescente, com aspecto leitoso, sol(vel

na agua. A parte solivel é uma mistura complexa, contendo muco, sais inorganicos,
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moléculas organicas de baixo peso molecular e pequenas proteinas denominadas de peptideos
neurotdxicos; serotonina e inibidores enzimaticos também estdo presentes na peconha
(RODRIGUEZ DE LA VEJA; POSSANI, 2005, 2007).

Considerando-se as diferentes espécies de escorpides conhecidas no mundo, estima-se
que a peconha contenha pelo menos 100 mil biomoléculas, com potenciais de aplicacGes
farmacoldgicas. Porém, cerca de 400 peptideos toxicos distintos foram isolados (TAN et al.,
2006), e caracterizados estruturalmente mais de 30 espécies diferentes de escorpides
(POSSANI et al., 1999), entre estas, as africanas Androctonus australis e Leiurus
quinquestriatus, a mexicana Centruroides suffusus, a norte-americana Centruroides
sculpturatus, a colombiana Tityus pachyurus (GUERRERO-VARGAS et al., 2012), as
brasileiras T. serrulatus, T. bahiensis, T. stigmurus (BECERRIL et al., 1996) e Tityus
obscurus (BATISTA et al., 2000, 2002a, 2002b, 2004; MURGIA et al., 2004, GUERRERO-
VARGAS et al., 2012).

Magalhdes (1928) acreditava ser a toxina escorpidnica neurotropica e neurotoxica, e
realizou diversas experiéncias animais, demonstrando a acdo da peconha de T. serrulatus
sobre 0s ndcleos vagais, postulando que o processo de intoxicacdo deveria se caracterizar por
lesbes bulbares. No Brasil, Gomez e Diniz (1966) foram pioneiros ao isolar, a partir da
peconha bruta de T. serrulatus, uma fracdo purificada (tityustoxina) que demonstrou a¢do no
sistema nervoso periférico.

Devido a sua especificidade e alta afinidade, as toxinas dos escorpides tém sido
utilizadas como ferramentas farmacoldgicas para caracterizar diferentes receptores de
proteinas presentes nos canais iénicos (LECOMTE et al., 1998). De acordo com sua agao
sobre estes canais de mamiferos, insetos ou artropodes, as neurotoxinas dos escorpifes sao
responsaveis pelas manifestacbes nos organismos por reconhecerem 0s canais i6nicos
(MENEZ et al., 1992; POSSANI et al., 2000). Essas neurotoxinas sdo divididas em quatro
familias diferentes conforme a sua especificidade de ligagdo nos canais idnicos: as que agem
nos canais para Na® contém 60-76 residuos de aminoacidos (POSSANI et al.,1999;
RODRIGUEZ DE LA VEGA; POSSANI, 2005, 2007), nos canais para K*, contém 23 a 43
residuos (RODRIGUEZ DE LA VEGA; POSSANI, 2004), nos canais para CI" geralmente
com 29 a 41 aminoécidos (POSSANI et al., 2000), e nos canais para Ca?*, com peptideos de
33 a 35 residuos de aminoécidos (VALDIVIA; POSSANI, 1998).

As neurotoxinas da pegonha do escorpido contém peptideos de baixo peso molecular
que especificamente modulam a permeabilidade de varios canais i6nicos das células

(POSSANI et al., 2000). Por isso, tém sido intensivamente estudadas, representando excelente


http://www.ibt.unam.mx/server/PRG.base?tipo:doc,dir:PRG.curriculum,par:delavega
http://www.ibt.unam.mx/server/PRG.base?tipo:doc,dir:PRG.curriculum,par:delavega
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modelo experimental para o estudo dos canais ibnicos (BECERRIL, MARANGONI;
POSSANI, 1997). Também interagem com outros alvos moleculares, como membranas e
receptores, acarretando diversas acdes fisioldgicas, como desestabilizacdo da membrana,
blogueio dos sistemas nervoso central e periférico, alteracdo da musculatura lisa e esquelética,
dentre outras (MENEZ et al., 1992).

As peconhas do T. obscurus estudadas até 0 momento sdo de espécimes capturados em
Balbina, no Estado do Amazonas; Samuel, em Roraima; Santana, no Amapa (BATISTA et
al., 2000); no Amapa sem localizacéo precisa (GUERRERO-VARGAS et al., 2012); Anajas
e Afua na llha de Marajo, no Estado do Pard (BATISTA et al., 2002b, 2004), dentre outros
sem especificar as areas (BATISTA et al., 2002a; MURGIA et al., 2004).

Anadlise da peconha do T. obscurus tem demonstrado a existéncia de pelo menos 102
componentes peptidicos; destes, somente dezoito estruturas primarias completas de peptideos
sdo conhecidos. Trés deles sdo toxinas especificas para canais de K* e quinze atuam em canais
para Na'. Entre as toxinas para K* temos: Tcl (T. cambridgei 1) (BATISTA et al, 2000),
Tc30 e Tc32 (BATISTA et al. 2002a). Enquanto as para canais de Na* encontramos: Tc48a,
Tc48b, Tc49a, Tc54 e Tc49b (BATISTA et al, 2002a, 2004; MURGIA et al., 2004).
Recentemente, 12 toxinas moduladoras de canais para Na* foram obtidas e sequenciadas de
glandulas da peconha do T. obscurus por Guerrero-Vargas et al. (2012), identificadas e
denominadas To4 a Tol5 (T. obscurus 4 a 15). Estas neurotoxinas de escorpides, segundo
Borja-Oliveira et al. (2009), em estudos in vitro, demonstraram que possuem efeitos
inotropicos positivos e que também atuam diretamente sobre musculatura esquelética de ratos.

Peconhas de escorpifes sdo importantes fontes de moléculas bioativas complexas,
sendo inicialmente seu estudo baseado na abordagem com base na sua letalidade ou na sua
capacidade para induzir alguns efeitos farmacoldgicos (NISHIKAWA et al., 1994). Estes
métodos conduziram a identificacdo e purificacdo de um grande nimero de toxinas altamente
letais da peconha de escorpido. Atualmente, dentre os métodos mais utilizados para estudo
quimico de venenos e peconhas de origem animal, destacam-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia ou High performance liquid chromatography (HPLC) como etapa inicial e, em
seguida, a analise por espectrometria de massa ou Mass Spectrometry (MS) (ARAUJO;
ASSIS JR.; SOBREIRA, 2007; FENG et al., 2008).

O HPLC é um método fisico-quimico de separacdo fundamentada na migracao
diferencial dos componentes de uma mistura que ocorre devido a diferentes interagfes entre

duas fases que estdo em contato intimo, que sdo a fase movel e a estacionaria. E método
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analitico utilizado em vérias areas da ciéncia, no acompanhamento de sinteses e em analises
para separar, detectar, quantificar e isolar compostos (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A MS é uma técnica analitica que permite a identificacdo da composicdo quimica de
um determinado composto isolado, ou de diferentes compostos em misturas complexas, pela
determinacdo de suas massas moleculares na forma ibnica, baseada na sua movimentacao
através de um campo elétrico ou magnético e sendo, considerada uma importante ferramenta
para investigar os componentes das peconhas, inclusive em busca de novas drogas
(ESCOUBAS, QUINTON, NICHOLSON, 2008).

Ultimamente, estas técnicas vém sendo utilizadas, intensivamente, para identificacdo e
quantificacdo das peconhas de varios animais, entre eles a do caracol Conus consors
(DUTERTRE et al., 2010); abelhas Osmia rufa (STOCKLIN, et al.; 2010), e dos escorpides
Rhopalurus junceus de Cuba (RODRIGUEZ-RAVELO et al., 2013), Scorpion maurus
palmatus do Egito (ABDEL-RAHMAN et al., 2009), Androctonus crassicauda da Turquia
(CALISKAN et al., 2006), assim como de escorpibes brasileiros, destacando o
Opisthacanthus cayaporum (SCHWARTZ et al.,, 2008), o T. serrulatus, T. bahiensis, T.
stigmurus (BECERRIL; MARANGONI; POSSANI, 1997) e T. obscurus (BATISTA et al.,
2000, 2002a, 2002b, 2004; MURGIA et al., 2004; GUERRERO-VARGAS et al., 2012).

2.6. Estudo morfométrico

A distincdo de espécies de escorpifes € bastante complexa devido a grande
conservacdo da morfologia externa; assim, métodos taxonémicos alternativos, como a
morfometria, podem ser mais eficientes para executar essa tarefa (LOURENCO, 2002). O que
fez Mello-Leitdo (1939) aumentar o numero de caracteres morfolégicos para o diagnostico,
elevando o nimero de especies de Tityus; enquanto Lourenco (1998), acrescentando a estes
caracteres 0 padrdo de cor, estabeleceu uma classificagdo para o género Tityus. Entretanto,
neste género, a morfometria pouco tem sido utilizada e, quando ocorre, constitui-se apenas na
estatistica descritiva das medidas de poucos individuos relatados em trabalhos de descri¢do ou
revisdo de espécies, sendo escassas analises comparativas que envolvam testes estatisticos
para comprovar a diferenca entre elas (PINTO-DA-ROCHA; LOURENCO, 2000).
Atualmente, informacdes morfométricas estdo sendo frequentemente aplicadas para justificar
as posigdes taxonomicas dos escorpides (PONCE-SAAVEDRA et al., 2009; HUGHES,
2011).

O T. obscurus é reconhecido como uma Unica espécie e foi descrito de apenas um

individuo proveniente da Guiana Francesa. Quando adulto é um escorpido grande, medindo



31

de 8,5 a 10 cm de comprimento (Fig. 2). O corpo e 0s segmentos do metassoma sdo
uniformemente negros, porém os esternitos sdo menos escuros. Quando jovens, a coloragdo é
matizada de preto com amarelo. Os cinco segmentos do metassoma possuem quilhas em
nameros de 10-10-8-8-5 e as granulagdes dos dedos moveis e fixos da chela (m&o) com 17
fileiras obliquas. Possui um aculeo (ferrdo) e um espinho subaculear pontiagudo. Apresentam
dimorfismo sexual, sendo os machos bem distintos, apresentando os pedipalpos bastante finos
e alongados em relagdo as fémeas. O pente possui de 18 a 22 dentes e a lamela média basal
encontra-se dilatada no sexo feminino (LOURENCO; LEGUIN, 2008).

O T. obscurus tem seu habitat na Floresta Amazbnica, mas, tambeém pode ser
encontrado em areas antropizadas que apresentam caracteristicas que podem possibilitar o
surgimento de um padrdo polimorfico (LOURENCO; VON EICKSTEDT, 1988), semelhante
ao registrado para outros Buthidae, bem como em integrantes de outras familias que possuem
uma extensa distribuicdo geografica, nos quais se observa a existéncia de variacbes na
coloragcéo e em medidas de estruturas do pedipalpo e metassoma (PONCE-SAAVEDRA, et
al. 2009; HUGHES, 2011).

Sabe-se que a heterogeneidade ambiental (especialmente com relacdo ao tipo de
vegetacdo e relevo, que podem ser barreiras geograficas) e eventos geoldgicos ocorridos
durante a evolucdo dos ecossistemas atuais isolam e selecionam, simultaneamente, caracteres
adaptativos a determinados ambientes, em populacfes alopatricas de uma mesma espécie que,
posteriormente, podem levar a especiacdo ou a origem de polimorfismos intraespecificos
(HARINGTON, 1984; SIMAIAKIS; GIOKAS; KORSOS, 2011).
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3. JUSTIFICATIVA
No Brasil, a fauna escorpionica pertence as familias Bothriuridae, Buthidae,
Chactidae e Hemiscorpiidae (LOURENCO, 2002; LOURENCO; VON EICKSTEDT, 2009).
Destas, € na familia Buthidae que encontramos 0s escorpifes de importancia em salde
publica, todos pertencentes ao género Tityus, sendo o T. serrulatus o responsavel por maior
gravidade (BUCARETCHI et al., 1995; BRASIL, 2001; SOARES; AZEVEDO; DE MARIA,
2002; SANTOS et al., 2010), porém, na Amazobnia, € o T. obscurus 0 mais incriminado no
envenenamento humano (MARTINS et al., 2002; PARDAL et al., 2003; MAESTRI NETO et
al., 2008).
O T. obscurus vem recentemente ganhando atencéo dos pesquisadores em decorréncia
a sintomatologia da regido Oeste do Estado do Para ser predominantemente neuroldgica
(PARDAL et al., 2003), sendo estes sintomas distintos daqueles de outras regides da
Amazonia Legal (MARTINS et al., 2002) e por outras espécies causadoras de acidentes no
Brasil (HORTA; CALDEIRA; SARES, 2007; GUERRA et al., 2008). Por isso, estudos tém
sido desenvolvidos com esta espécie amazonica, principalmente na composi¢cdo de sua
peconha (BATISTA et al., 2000, 2002a, 2002b, 2004; MURGIA et al., 2004; GUERRERO-
VARGAS et al., 2012); da toxicidade (NISHIKAWA et al. 1994); do morfologico, porém
nenhum estudo morfométrico foi desenvolvido com esta espécie (LOURENCO, 2002),
molecular e filogenético (COSTA, 2008; GUERRERO-VARGAS et al., 2012). Entretando,
nenhum estudo comparativo tem sido realizado destas variaveis. Desta forma, nos propomos a
analisar e comparar 0s aspectos moleculares e morfométricos do escorpido, do
envenenamento e quimico da pegonha, visando contribuir com o conhecimento da diversidade
do escorpionismo e do T. obscurus Gervais, 1843, em duas regides distintas da Amazonia

brasileira.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Descrever, analisar e comparar 0s aspectos clinico-epidemiol6gicos dos
envenenamentos, 0 molecular ao nivel do acido desoxirribonucléico (DNA) de espécimes que
ocasionaram acidentes, assim como a morfometria e a pegonha destes espécimes capturados
nas regides Leste e Oeste do Estado do Para, Brasil, visando contribuir para o conhecimento
da diversidade do escorpionismo e do escorpido T. obscurus Gervais, 1843, nas areas de
estudo.

4.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar e comparar os aspectos epidemioldgico e clinico do envenenamento por T.
obscurus nas areas do estudo;

2. Sequenciar e comparar 0 gene 16S do acido ribonucléico ribossdmico (16S rRNA)
mitocondrial de escorpiGes T. obscurus que ocasionaram envenenamentos nas areas de
estudo;

3. Gerar matrizes genéticas para verificar o grau de similaridade e divergéncia intraespecifica
e interespecifica nas populagfes de T. obscurus das duas regides;

4. Construir cladogramas do gene 16S rRNA mitocondrial que reflitam as relagbes de
parentesco entre as espécies;

5. Fracionar, identificar e comparar as frac6es da peconha do T. obscurus das duas regides
distintas, mediante Reversed-Phase High-performance liquid chromatography (RP-HPLC);

6. Proceder analise e comparagdo dos componentes da peconha das duas regifes, obtidas por
espectrometria de massa tipo Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-
Flight/Time-of-Flight (MALDI-TOF/TOF);

7. Realizar e comparar as medidas morfométricas do T. obscurus das duas regies;

8. Construir dendogramas das medidas morfométricas dos espécimes provenientes das duas
regioes;

9. Determinar o grau de diversidade das variaveis.
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5. MATERIAL E METODO
5.1. Tipo de estudo

Trata-se de um modelo descritivo, analitico e comparativo dos aspectos
epidemioldgico e clinico do escorpionismo, molecular e morfoldgico do escorpido e quimico

da peconha do T. obscurus de duas regides distintas do Estado do Para.

5.2. Area do estudo

A pesquisa foi desenvolvida em municipios das regides Leste e Oeste do Estado do
Par4, distantes cerca de 850 km, com clima quente e Gmido, temperatura média de 22 a 34°C e
separadas pelos rios Xingu e Tocantins (Fig. 4).

O estudo epidemioldgico e clinico foi realizado nas vitimas de envenenamentos
durante o atendimento médico nos hospitais publicos de Belém e Ananindeua (regido Leste) e
Santarém e Rurdpolis (Oeste); o molecular nos escorpides causadores dos acidentes e doados
pelas vitimas; a analise quimica realizada na pegonha obtida dos T. obscurus capturados vivos
em Benevides (Leste) e Santarém (Oeste), enquanto a morfometria nas espécies da fauna
escorpibnica dos municipios da regido Leste (Belém, Ananindeua, Benevides, Traquateua,
Colares, Abaetetuba e lgarape-Miri) e do Oeste (Santarém, Ruropolis, Novo Progresso,
Trairdo e Aveiro), pertencentes a colecdo do Laboratério de Entomologia Médica e Animais
Peconhentos do Ndcleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para
(LEMAP/NMT/UFPA).

5.3. Identificacdo dos espécimes

Os escorpides foram examinados em estéreo microscopio e identificados
preliminarmente como T. obscurus Gervais 1843, no LEMAP/NMT/UFPA e depois
confirmados no Laboratorio de Artropodes do Instituto Butantan—SP, usando-se a chave
taxondmica de Lourengo (2002). Todos os espécimes estdo conservados em etanol a 70% e
fazem parte da colecdo do LEMAP/NMT/UFPA.

5.4.  Amostras do estudo
5.4.1. Estudo do escorpionismo

No periodo de janeiro de 2008 a junho de 2011, em estudo prospectivo, 48 vitimas
comprovadamente envenenadas pelo T. obscurus, que doaram o0s espécimes e deram

consentimento livre e esclarecido (Apéndice 4), fazem parte desta Tese. Sendo 34 tratados e
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submetidos a uma avaliacdo clinica e epidemioldgica por médicos dos hospitais municipais da

regido Leste (Belém e Ananindeua) e 14 na Oeste (Santarém e Rurépolis) do Estado do Para.
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Figura 4. Mapa do Estado do Para, na Amazonia brasileira.

Sinalizando as areas do estudo, na Leste: 1-Belém (BEL), 2-Ananindeua (ANAN), 3-
Benevides (BENE), 4-Traquateua (TRAQ), 5-Colares (COL), 6-Abaetetuba (ABAE) e 7-
Igarapé-Miri (IGMI), e da regido Oeste: 8-Santarém (SAN), 9-Ruropolis (RUR), 10-
Novo Progresso (NPRO), 11-Trairdo (TRAI) e 12-Aveiro (AVE).

Fonte: autor

5.4.2. Estudo molecular

O DNA foi extraido no Laboratério de Biologia Molecular do Nucleo de Medicina
Tropical da Universidade Federal do Para, de amostras de T. obscurus escolhidas por
randomizacao e responsaveis por envenenamentos, sendo cinco de cada regido do estudo
(Belém e Santarém), enquanto o sequenciamento foi realizado no Laboratorio de
Polimorfismos de DNA da UFPA.
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5.4.3. Estudo morfoldgico

A andlise morfolégica foi realizada em amostras de espécimes de T. obscurus
depositadas na colecdo do LEMAP, sendo 18 procedentes da regido Leste: Belém,
Ananindeua, Benevides, Traquateua, Colares, Abaetetuba, Igarapé-Miri e 20 da Oeste:
Santarém, Ruropolis, Novo Progresso, Trairdo e Aveiro, sendo as mensuracdes morfométricas

efetuadas com paquimetro digital em escala milimétrica (SISSOM, 1990).

5.4.4. Estudo da peconha

A peconha bruta foi obtida por estimulacéo elétrica do telson, conforme Candido e Lucas
(2004), de 60 espécimes de Tityus obscurus coletados por busca ativa na area Leste, em
Benevides, e Oeste, em Santarém (30 de cada regido). Em seguida, o pool de peconhas foi
liofilizado e armazenado a -20°C. Em Belém, a extracéo foi realizada no LEMAP/NMT/UFPA
e em Santarém, no Laboratério de Pesquisas Zooldgicas (LPZ) das Faculdades Integradas do
Tapajos. As analises quimicas foram realizadas no Laboratério de Espectrometria de Massa
(LEM) do Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia-
DF.

5.5. Analise da casuistica

Foram registrados dados clinicos e demogréaficos de cada vitima, incluindo idade, sexo,
local da picada, o tempo decorrido do acidente para atendimento médico, bem como a
gravidade do envenenamento, manifestac@es clinicas e tratamento (Apéndice 2). Avalia¢Ges
bioguimicas e hematoldgicas ndo foram realizadas. As manifestagdes clinicas e os critérios de
gravidade foram baseados nas normas do Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2001), que
classifica o envenenamento por escorpides em leve, moderado e grave (Quadro 3). Todos os
pacientes com manifestaces locais foram tratados com medicacdo sintomatica, enquanto 0s
com sistémicas, tratados com antiveneno especifico para escorpido. O soro antiescorpidnico
utilizado foi produzido pela Fundacdo Ezequiel Dias de Minas Gerais-Brasil, que contem na
sua composi¢do fragdo F(ab’)2 de imunoglobulinas que neutralizam no minimo 5 mg da

peconha de referéncia do escorpido T. serrulatus em camundongos.

5.6. Analise molecular
5.6.1. Extracdo do DNA

Para extracdo e purificagdo do DNA foi utilizado o GENTRA® - Generation®
Capture Column™ Kit (QIAGEN - Gentra systems — Cat. No. GC-0050, USA), (QIAGEN,
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2010), do tecido muscular de um dos pedipalpos de dez T. obscurus conservados em alcool a

70%, seguindo as recomendacdes do fabricante (Quadro 4).

Quadro 3. Classificacdo da gravidade dos acidentes escorpiénicos no Brasil.

Classificacéo Manifestacdes clinicas
Leve Dor e parestesia local
Moderado Dor local intensa associada a uma ou mais manifestacfes como

nduseas, vomitos, sudorese e sialorreia discreta, agitaco,

taquicardia e taquipneia.

Grave Além das citadas na forma moderada, presenca de uma ou mais
das seguintes manifestagGes: vomitos profusos e incoerciveis,
sudorese profusa, sialorreia intensa, prostracdo, convulséo,

coma, bradicardia, insuficiéncia cardiaca, edema pulmonar

agudo e choque.

Fonte: Brasil (2001).

5.6.2. Marcadores moleculares

Foram utilizados oligonucleotideos especificos de escorpides que amplificaram o gene
mitocondrial 16S rRNA, sendo o primer senso o universal LR-J-12887 (5’- CGA TTT GAA
CTC AGA TCA- 3’) (SIMON et al., 1994), com 18 mer de comprimento e 0 primer antisenso
5’- GTG CAA AGG TAG CAT AAT CA - 3° (GANTENBEIN et al., 1999), com 20 mer de
comprimento, sintetizados pela Operon Technologies Inc (OPERON, 2010).

5.6.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase

As amostras de DNA extraidas foram amplificadas mediante Polymerase chain
reaction - PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), em termociclador Mastercycler®
Personal Eppendorf, seguindo os ciclos do protocolo de amplificacdo mostrados nos Quadros
5eb.

5.6.4. Eletroforese do produto de PCR
O produto de PCR foi fracionado em eletroforese horizontal em gel de agarose a 1%,
em tampdo TBE (Tris-borato-EDTA). O DNA foi corado com brometo de etidio

(concentracao final de 0,5 ug/ml) e as bandas visualizadas em transiluminador de ultravioleta
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(UV) de 110 volts UVP inc® conforme descrito por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989),

sendo o resultado visualizado e gravado em cartdo de memoria.

5.6.5. Sequenciamento do DNA

Para o0 sequenciamento do DNA, foi utilizando o kit para sequenciamento
automatico “Big Dye Terminator” (Applied Biosystems), seguindo o protocolo do fabricante.
As amostras foram analisadas em sequenciadores automaticos modelo Mega Bace® (GE
Healthcare).

Os reagentes utilizados na reacdo foram: agua, tampéo (5X) para sequenciamento,
primer (3,2pmoles), bigDye e DNA. Os primers foram os iniciadores 16S rRNA especificos
para escorpides usados por Gantenbein et al. (1999): sensor 5> CGA TTT GAA CTC AGA
TCA 3’ e reverso 5° GTG CAA AGG TAG CAT AAT CA 3’, no seguinte protocolo de
ciclagem que foi utilizado para a reacdo de sequéncia: 95° 30"; 48° 15"; 60° 4'. O kit utilizado

foi BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.

Quadro 4. Recomendacdes para extracdo e purificacdo do DNA

Etapas Recomendacoes
1. Pré-aquecer o banho-seco a 99°C, antes do procedimento;
2. Seccionar, longitudinalmente, o fémur e a tibia de um dos pedipalpos,

expondo a massa muscular, retirando-a com auxilio de lamina de bisturi e
depositando-a em eppendorf;

3. Adicionar 250pl PBS + 1 pl EDTA (Concentragéo final = 1mM
EDTA/PBS), triturar o material com auxilio de ponteira, até ficar
homogéneo;

4. Adicionar no Capture Column (blue Waste Collection Tube) e deixar a
temperatura ambiente por 1 minuto a uma hora;

5. Adicionar 400 ul de DNA Purification solution n° 1;

Incubar por 1 minuto em temperatura ambiente (TA) e, em seguida,
centrifugar por 10 segundos em 5000 rpm;

7. Transferir o Capture Column para outro Waste Collection tube;

8. Adicionar 400 ul de DNA purification solution n° 1;

9. Incubar por 1 minuto a TA e centrifugar por 10 segundos em 5000 rpm;
10 Adicionar 200 pl de DNA Elution Solution n° 2 e centrifugar por 10
segundos em 5000 rpm;

o

11. Transferir o Capture Column para o Clear DNA Collection Tube;

12. Adicionar 100 pl de DNA Elution Solution n® 2;

13. Aquecer a 99°C em banho-seco por 10 minutos (pré-aquecido);

14, Centrifugar, imediatamente, em 14.000 rpm por 1 minuto, para liberar o
DNA purificado;

15. Armazenar o0 DNA purificado a -20°C em freezer.

Fonte: Qiagen (2010).
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16S Tempo Temperatura Ciclos
Pré-ciclo 5 94° 1
Desnaturacéo 45” 94° 30
Anelamento 45” 48° 30
Extensao 45” 72° 30
Pds-ciclo 10° 72° 1

Fonte: Autor

Quadro 6. Componentes e volumes dos reagentes da reacdo de PCR para amplificar o

DNA.
Componentes Volume
H20 15,05ul
10xB 2,5 ul
MgCI2 0,75 ul
dNTPs (desoxinucleotideo trifosfato) 4 ul
16S senso 1l
16S antisenso 1l
Taq 0,2 ul
DNA 1,5l

Fonte: Autor

5.6.6. Analise das sequéncias do DNA

As andlises das dez sequéncias de mtDNA representando os T. obscurus das regides
Leste e Oeste do Estado do Pard foram alinhadas, ajustadas manualmente e editadas no
programa BioEdit (HAAL, 1999). Uma sequéncia de DNA do Rhopalurus laticauda
(AY586785) foi incluida como grupo externo “outgroups”, extraido do GenBank de Borges et
al. (2010)°, para comparar a relacéo genética intraespecifica e entre espécimes das populacées
do estudo.

5.6.7. Analise de agrupamento e filogeneética

Para analise de grupamentos foram usados os critérios de similaridade e dissimilaridade
(BUSSAB; MIAZAKI; ANDRADE, 1990). A similaridade das sequéncias de nucleotideos foi
calculada pelo modelo de “Sequence Identity Matrix” no BioEdit (HAAL, 1999). Com as
percentagens obtidas, foram calculadas as distancias genéticas, utilizando o parametro D=1-S
(S é o grau de similaridade obtido). Com estes valores foram gerados fenogramas com o
auxilio do programa MEGA 5.0 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis), sendo as analises
feitas no agrupamento de vizinhos ou Neijgbor-Joining (NJ) e Maximum Parsimony -

® http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY586785
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Maxima Parciménia (MP), cuja confiabilidade foi obtida pelo método bootstrap com 1000
replicacdes (TAMURA et al., 2011).

5.7. Analise morfoldgica
5.7.1. Medidas morfométricas

A anélise morfométrica foi realizada em 38 amostras de espécimes de T. obscurus,
sendo 19 machos e 19 fémeas. Os espécimes foram agrupados de acordo com a regido de
coleta, obtendo-se duas populagdes, a do Leste paraense com seis machos e 12 fémeas e do
Oeste com 13 machos e sete fémeas (Apéndice 1). Foram medidas 29 dimensGes, entre elas 0s
comprimentos corporais totais e outras onze medidas dos segmentos dos escorpifes
(Apéndice 3), seguindo as recomendacdes de Sissom et al. (1990). Em seguida, para analises
de conglomerados, foram selecionadas 14 variaveis de machos e 16 fémeas altamente
significativas (Tabela 5), destas, identificaram-se 11 caracteres comuns nos dois géneros
(Apéndice 3).

5.8. Analise da peconha
5.8.1. Fracionamento cromatografico da pegonha por RP-HPLC

Para a obtencdo das fracdes cromatograficas, foram pesadas separadamente aliquotas de
2,5 mg do pool da peconha bruta de Tityus obscurus dissolvidas em 500 uL de agua Milli-Q
filtrada (Millex 0,22 pm). Depois de centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, o
sobrenadante foi injetado em um sistema RP-HPLC (Shimadzu Co., Kyoto, Japan, Série LC-
10AT VP), usando coluna semi-preparativa Cig (Phenomenex, 5 um, 10x250 mm). O
gradiente linear utilizado foi de 5% até 95% de acetonitrila em agua Milli-Q com 0,1% de
acido trifluoroacético (TFA); o fluxo foi de 2,5 mL/min e o tempo de elui¢do de 60 minutos.
Os experimentos foram monitorados em dois comprimentos de onda de 216 e 280 nm e
analisados visualmente. Todas as fracbes foram coletadas manual e individualmente na
medida em que eram eluidas. Apds cada corrida cromatogréafica, as fragdes foram liofilizadas,
utilizando concentrador a vacuo (Centrivap, Labconco, Kansas City, MO), e estocadas a

temperatura de -20°C, para minimizar degradacao.

5.8.2. Analises por espectrometria de massa
Cada fracdo obtida pelo sistema HPLC foi diluida em agua Milli-Q, para entdo ser

adicionado 1 pL na propor¢do de 1:3 a solugdo saturada das matrizes a-Ciano-4-
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hidroxicinamico (a-cyano) ou 1,5-diaminonaftaleno (DAN) em acetonitrila 50% e TFA 0,3%
e aplicadas separadamente em placa de aco inoxidavel de MALDI-TOF/TOF ( Autoflex Speed
e Ultraflex 111, Bruker Daltonics, Germany). Depois de cristalizadas a temperatura ambiente,
foram analisadas em modo MS (a-cyano) e para fragmentacdo nos métodos LIFT (Laser
Induced Fragmentation Technique) com o-cyano ou ISD (In Source Decay) e com
diaminonaftaleno (DAN).

Os dados obtidos por espectrometria de massa (MS e MS/MS) foram gerados no
equipamento MALDI-TOF/TOF (Autoflex Speed e Ultraflex 111, Bruker Daltonics, Germany)
com laser SmartBeam™, controlado pelo software FlexControl 3.0. Os espectros foram
adquiridos nos modos MS linear ou refletido, MS/MS (LIFT) ou ISD, utilizando como
calibrantes uma mistura de proteinas (Bruker Daltonics, USA) contendo: insulina, ubiquitina,
citocromo C, mioglobina, citocromo C [M+2H]" e mioglobina [M+2H]" no modo linear. Ja a
calibracio no modo refletido e LIFT foi realizada com calibrante Bruker, contendo
bradicinina, angiotensinas | e Il, substancia P, bombesina, substrato renina, ACTH (1-17) e
insulina. Para o modo ISD, o calibrante utilizado foi BSA (bovine serum albumin) e seus
fragmentos.

Os espectros de massa foram adquiridos em séries de 200 disparos de laser até que
fosse obtido um espectro passivel de ser analisado a uma frequéncia de 100 Hz e detecc¢do de
massa nas faixas de 100 a 20.000 Da (Autoflex Speed, Bruker Daltonics, Germany) e de
20.000 a 80.000 Da (Ultraflex 11, Bruker Daltonics, Germany) para os modos refletido e
linear.

Para fragmentacdo de peptideos, foi utilizado o modo MS/MS, utilizando o método de
LIFT com aceleracdo de 19 kV. Neste método, o ion parental foi selecionado por PCIS
(Precursor lon Selector), para posteriormente atravessar a unidade de LIFT onde foi
fragmentado e em seguida tendo a massa parental suprimida por PLMS (Post Lift Metastable
Suppressor). Desta maneira, foram gerados espectros, nos quais a massa precursora é isolada
e adicionada ao espectro graficamente, e os fragmentos sdo gerados somente a partir da
molécula precursora. Os espectros da massa molecular foram processados utilizando o
software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Germany), e a lista de massas obtidas

exportadas para planilhas Excel 2007, para organizacdo e analise dos dados.
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5.9. Aspectos éticos
5.9.1. Obtencao das licencas

As licengas para o trabalho foram aprovadas e obedecem as normas do Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, do Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para, protocolo 038/2007 - CEP/NMT (Anexo 1) e do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), licenga nimero
11727-2 (Anexo 2).

5.9.2. Critérios de incluséo das vitimas na pesquisa

Fazem parte do estudo pacientes envenenados por T. obscurus que preencheram os
critérios de inclusdo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, do Ndcleo de Medicina Tropical
da Universidade Federal do Para (Apéndice 4). Foram observados os seguintes critérios de
incluséo:
1- Acidentados por escorpifes T. obscurus que, durante o atendimento médico, trouxeram o
animal causador do envenenamento e o doaram;
2- Pacientes de ambos os sexos e de qualquer faixa etaria;

3- Acidente ocorrido nas ultimas 24 horas, caracterizando um processo agudo.

5.10. Analises

Para as anélises foram usados critérios conforme o estudo realizado:
5.10.1. Anélise estatistica
1- Os dados epidemioldgicos e clinicos dos pacientes foram tabulados e analisados pelos
programas Epi-Info™ 6.04 (CDC, 2009) e Bioestat® 5.0 (AYRES et al., 2007), e analisados a
mediana (Md) e percentis 25 e 75 (IQR, intervalo interquartil), qui-quadrado de varias
proporcOes e 0 Teste Exato de Fisher, quando aplicivel. As diferencas foram consideradas
significantes, quando o valor de p < 0,05.
2- No morfométrico, testes estatisticos descritivos e o Teste U de Mann-Whitney, para
verificar os niveis das relagbes morfologicas das duas populacdes, aceitando-se como
significantes as variaveis com p<0,01, enquanto para analises de conglomerados, foram
aplicadas analises multivariadas de conglomerados pelos métodos de ligacdo completa
(Complete-linkage) com distancia padronizada e anélise discriminante, para verificar os niveis
de dissimilaridade entre os espécimes das localidades amostradas, por meio do programa
BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).
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6. RESULTADOS
6.1. Da casuistica

Na Tabela 1, sdo mostradas as frequéncias da procedéncia das vitimas da
regido Leste, sendo 20 (41,7%) do municipio de Ananindeua e 14 (29,2 %) de Belém e da
Oeste, nove (18,7%) de Santarém e cinco (10,4%) de Rurdpolis. Quanto ao género, ndo
houve significancia entre as areas de estudo. Referente a faixa etaria, os maiores de 15 anos
foram os mais acometidos nas duas regiGes. As idades variaram entre 3 a 62 anos (média
32,8+16,1) na regido Leste, e na Oeste, entre 1 a 66 anos, com média de 34,0+19,7 (dados ndo
mostrados). Os membros superiores foram os mais acometidos, principalmente no periodo
diurno, e sendo o atendimento médico realizado com mais frequéncia na primeira hora do
acidente nas duas areas. O menor tempo entre a picada e o atendimento médico foi de cinco

minutos, e 0 maior de 22 horas (dados ndo mostrados).

Tabela 1. Frequéncia das informagdes epidemioldgicas do envenenamento por T. obscurus,
nas regides Leste e Oeste do Pard, Brasil.

PARAMETROS LESTE OESTE p valor
n % n %

Vitimas 34 70,8 14 29,2

Género: 0,52

Masculino 17 50,0 9 64,3

Feminino 17 50,0 5 35,7

Faixa etaria: 0.73

<-14 5 14,7 2 14,28

15-> 29 85,3 12 85,71

Md(IQR)* 31.5(23-41) 31.5(20-50)

Sitio da picada: 0.65

Membro superior 24 70,6 8 57,1

Membro Inferior 8 23,5 5 35,7

Outros locais 2 59 1 7,1

Hora do acidente: 0.02

7-18 25 73,5 10 71,4

19-6 9 26,5 4 28,6

Tempo para o 0.83

SOcorro:

<1 22 64,70 8 57,14

2-3 5 14,70 2 14,28

3> 7 20,58 4 28,57

Md (IQR)* 1.0(0.3-2.0) 1.3(1.0-3.0)

*Mediana e intervalo do interquartil
Fonte: autor

A Tabela 2 mostra a frequéncia das manifestagdes clinicas, onde duas vitimas da
regido Leste ndo foram envenenadas (Dry sting). Entretanto, nenhum paciente apresentou
nivel de gravidade considerado grave e nem ¢bito. Contudo, as manifestagdes sistémicas e o

antiveneno foram mais frequentes na Oeste. Enquanto na Tabela 3, entre os pacientes das duas
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areas, 95,8% referiram manifestacdes clinicas no sitio anatbmico da picada, sendo a dor a

mais referida.

Tabela 2. Frequéncia das manifestacdes clinicas, gravidade e tratamento do envenenamento
por T. obscurus, nas regides Leste e Oeste do Para, Brasil.

Parametros Leste Oeste p valor
(n=34) (n=14)

Manifestacdes clinicas

Assintomaético (Dry sting) 2 0

Manifestacdo no local 32 14

Manifestagao sistémica 6 9

Gravidade dos sintomas 0.005
Leve 26 5

Moderado 6 9

Tratamento: 0.005
Sintomatico + observacéo 26 5

Soroterapia 6 9

Fonte: autor

Tabela 3. Frequéncia dos sintomas e sinais do envenenamento no sitio anatdmico da picada
por T. obscurus, nas regides Leste e Oeste do Estado do Para, Brasil.

Parametros* Leste Oeste
(n=32) (n=14)
Manifestacao local
Dor 30 14
Dor irradiada 2 9
Parestesia 16 12
Edema 12 7
Eritema 14 5
Sudorese 1 3
Pelo ericado 0 4
Calor 0 1
Sensagao choque elétrico 0 1

*alguns pacientes tiveram mais de uma manifestagdo clinica.
Fonte: autor

Na Tabela 4, sdo apresentados os sintomas e sinais sistémicos das 15 (31,2%) vitimas
de todos os pacientes acidentados no estudo; destes, 18,7% ocorreram na regido Oeste e 12,5
na Leste, com significancia das manifestacGes gerais, digestivos, oculares e neuroldgicos na
area Oeste. Dentre 0s neuroldgicos, destacam-se as mioclonias e a sensagdo de “choque

elétrico” por todo o corpo.
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Tabela 4. Frequéncia das manifestacBes clinicas sistémicas do envenenamento por T.
obscurus, nas regides Leste e Oeste do Estado do Paré, Brasil.
Parametros* Leste Oeste p valor

(n=32) (n=14)

Gerais:

Sudorese

Cefaleia

Agitacdo

Tremores

Prostracdo

Astenia

Calafrios

Digestivo:

Nauseas

Dor abdominal
Vomitos

Sialorreia
Cardio-respiratorio:
Hipertencao arterial
Taquipneia

Ocular:

Visdo escura
Hiperemia conjuntival
Fotofobia
Neuroldgico:
Sonoléncia

Tontura

Confusao mental
Sensacao “choque elétrico”
Mioclonias

Ataxia de marcha
Parestesia todo corpo
Disartria

Dismetria
Fasciculacdo
Incoordenacgdo motora

0,0001

P OOOO0OO0OO0OOFRRWRIMNOORIPPFPOIFPOOOWIWOOOOOLRDNIN
P WWOoOUI,hONOODPRORL,RPMPIIAOINORIFPFEPNWROERPDNE O O OO
o
o
o
o
w

*alguns pacientes tiveram mais de uma manifestacdo clinica.
Fonte: autor

6. 2. Do molecular
6.2.1. Sequéncias de DNA das amostras

Fragmento de aproximadamente 400 pares de bases (pb) do gene 16S rRNA foi
amplificado pela PCR (Fig. 5), no entanto para o alinhamento foram utilizados apenas 362~
364 pb. Todas as sequencias, dos dez espécimes de T. obscurus foram depositadas no
GenBank (GenBank Nucleotide Sequence Database) (NCBI, 2014)*, que estdo identificadas

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=tityus%20obscurus
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no quadro 7 como: ToL (T, obscurus do Leste), ToO (T. obscurus do Oeste) e numeradas de 1
a 10.

Quadro 7. Amostras dos T. obscurus, Gervais, 1843, utilizados na extracdo do DNA, com sua
correspondente regido, municipio, localidade, coordenadas dos acidentes no Estado do Para,
Brasil e nimeros de acesso no GenBank.

Amostras* | Tombo** Regido | Municipio | Localidade Coordenadas*** | Acesso

GenBank

ToL1 381 Leste Belém Outeiro S 01°16° 382” JX196960
W 48°26° 2707

TolL2 359 Leste Belém Icoaraci S 01°19° 002~ JX196969
W 48° 27° 244”

TolL3 360 Leste Belém Maracangalha | S 01°25° 132” JX196961
W 48° 28’ 812”

TolL4 362 Leste Belém Val-de-Cans S 01°23’556” JX196962
W 48°29° 030”

TolL5 391 Leste Belém Terra Firme S 01°27’ 150~ JX196963
W 48° 26’ 5877

ToO6 393 Oeste Santarém Curua-Una S 02° 62° 9927 JX196964
W 54° 59’ 861~

ToO7 364 Oeste Santarém Santarém S 02°42’ 585~ JX196965
W 54 °71°774”

ToO8 377 Oeste Santarém Planalto S 02°35’ 692~ JX196966
W 54°43° 182”

ToO9 378 Oeste Santarém Terra Preta S 02°41’° 545” JX196967
W 54° 38’ 4517

ToO10 379 Oeste Santarém Tabocal S 02°34° 485~ JX196968
W 54° 43° 564”

*T. obscurus (To), Leste (L), Oeste (O) + nimero da amostra (1a10).

**UFPA/NMT/LEMAP

***Global Positioning System: S: latitude, W: longitude

Fonte: autor

6.2.2. Composigdo nucleotidica

Analisando as sequéncias alinhadas do gene 16S do rRNA do T. obscurus das duas
regides do estudo, quando comparadas com as amostras da sequéncia TolL1, todas da regido
Oeste apresentaram 35 sitios de substituicbes, mostrando um polimorfismo de 9,06%
(Apéndice 5). Enquanto o quadro 8 mostra as frequéncias e as médias das composi¢des das

bases nucleotidicas.
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 1% das amostras de dez T. obscurus, de duas
regibes do Estado do Para, Brasil. O produto da PCR amplificou a regido 16S rRNA
mitocondrial com aproximados 400pb, tendo como marcador de peso molecular
¢bX174/Haelll. Legenda: 1-ToL1; 2- ToL2; 3-ToL3; 4- ToL4; 5- ToL5 (Amostras do Leste);

6- ToO6; 7-ToO7; 8-To08; 9- ToO9; 10- ToO10 (Amostras do Oeste); 11-Controle negativo.
Fonte: autor

Quadro 8. Frequéncia e médias das bases nucleotidicas nas sequéncias do 16S rRNA das dez
amostras do T. obscurus Gervais, 1843, das regifes Leste e Oeste do Estado do Para, Brasil,
calculadas no BioEdit (HALL, 1999).

Nucleotideos/ A C G T G+C A+T
Amostras (%) (%) (%0) (%0) (%) (%)
TolL1 32,97 14,29 14,01 38,74 28,30 71,70
Tol2 32,97 14,01 14,01 39,01 28,02 71,98
TolL3 32,42 14,01 14,01 39,56 28,02 71,98
Tol4 32,97 14,01 14,01 39,01 28,02 71,98
Tol5 32,14 14,01 14,29 39,56 28,30 71,70
Meédia Total Leste 32,69 14,06 14,06 39,17 28,13 71,86
ToO6 29,83 14,09 16,02 40,06 30,11 69,89
ToO7 30,03 14,05 15,98 39,94 30,03 69,97
ToO8 29,83 14,09 16,02 40,06 30,11 69,89
ToO9 29,56 14,09 16,30 40,06 30,39 69,61
ToO10 30,11 14,09 16,02 39,78 30,11 69,89
Meédia Total Oeste 29,87 14,08 16,06 39,98 30,15 69,85

Legenda: A -Adenina, T-Timina, C - Citosina, G - Guanina
Fonte: autor

6.2.3. Analise de similaridade e diversidade
As matrizes de similaridade (Quadro 9) geradas das dez sequéncias de T. obscurus
mostram grande similaridade intraespecifica entre os escorpifes das regido Leste e Oeste, e

uma alta divergéncia entre as duas populac¢des (Quadro 10).
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Quadro 9. Matriz de similaridades genéticas do 16S rRNA geradas a partir de dez sequéncias
de T. obscurus Gervais, 1843, das regides Leste e Oeste do Estado do Para-Brasil.

Amostras | ToL1 | ToL2 | ToL3 | ToL4 | ToL5 | ToO6 ToO7 ToO8 ToO9 ToO10
Tol1 -

Tol2 0,997 -

Tol3 0,991 | 0,989 -

TolL4 0,997 | 0,994 | 0,994 -

TolL5 0,989 | 0,986 | 0,997 | 0,991 -

ToO6 0,892 | 0,895 | 0,898 | 0,895 | 0,895 -

ToO7 0,895 | 0,898 | 0,901 | 0,898 | 0,898 | 0,997 -

ToO8 0,892 | 0,895 | 0,898 | 0,895 | 0,895 | 1,000 0,997 -

ToO9 0,890 | 0,892 | 0,895 | 0,892 | 0,892 | 0,997 0,994 0,997 -
ToO10 0,898 | 0,901 | 0,903 | 0,901 | 0,901 | 0,994 0,991 0,994 0,991 -

Fonte: autor

Quadro 10. Matriz da distancia genética com base no alinhamento das sequéncias do 16S

rRNA dos T. obscurus Gervais, 1843, da regido Leste e Oeste do Estado do Pard, Brasil.
Amostras | ToL1 | ToL2 | ToL3 | TolL4 | ToL5 | ToO6 | ToO7 | ToO8 | ToO9 | ToO10
TolL1 -

TolL2 0,003 -

ToL3 0,009 | 0,011 -

TolL4 0,003 | 0,006 | 0,006 -

TolL5 0,011 0,014 [0,003 | 0,009 -

ToO6 0,108 |0,105 [0,102 |0,105 | 0,105 -

ToO7 0,103 |0,202 [0,099 |0,102 [0,202 | 0,003 -

ToO8 0,108 |0,205 [0,02 |0,105 [ 0,105 | 0,000 [ 0,003 -

ToO9 0,110 |0,208 [0,05 |0,108 [0,108 | 0,003 [0,006 | 0,003 -
ToO10 0,102 0,099 [0,097 |0,099 [0,099 0,006 [0009 [0,006 [0,009 -

Fonte: autor

6.2.4. Analise dos fenogramas

Os fenogramas gerados pelos métodos NJ e MP mostram topografias muito

equivalentes, formando dois ramos bem distintos e apoiados por 100% de bootstrap, com as

amostras da populacéo de T. obscurus da regido Leste agrupadas em um ramo, e da Oeste em

outro (Fig. 6 e Fig. 7), evidenciando a grande divergéncia entre as duas populacdes.




49

52 - Tol2
100 _|-ToL4
{T0L3

TolL5
— ToO10

ToO6
100 || 1007

91 | ToO8
ToO9
Rhopalurus laticauda AY586785

58{ TolL1

61

0.15 0.10 0.05 0.00

Figura 6. Fenograma agrupando as sequéncias do 16S rRNA obtidas de dez espécimes de T.
obscurus das regiGes Leste e Oeste do Estado do Pard, sendo a arvore obtida pelo método
Neighbor-Joining baseado no modelo Kimura-2-Parameter, com bootstrap de 1000
replicagdes.

Fonte: autor
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Figura 7. Fenograma agrupando as sequéncias obtidas do 16S rRNA de T. obscurus das
regides Leste e Oeste do Estado do Pard, sendo a arvore condensada obtida pelo método

Maxima Parcimdnia com bootstrap de 1000 replicacgdes.
Fonte: autor
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6.3. Da morfologia
6.3.1. Anélise morfolégica

Os espécimes de T. obscurus das populacbes da area Leste e Oeste encontram-se no
Apéndice 1, cujo comprimento total (Co_total) variou de 62,15 mm a 85,24 mm.

Ao comparar as médias das mensura¢fes morfologicas das fémeas das populacdes de
escorpido das duas regides (Apéndice 3), quase todas sdo maiores nos da area Oeste, com
excecdo do Co_total e comprimento do telson (TEL_C); porém, a analise pelo Teste U de
Mann-Whitney ndo mostrou significancia nas medidas do Co_total, CA LA, CHE_L,
CHE_A, MET1_C, MET2_C, MET3_C, MET4_C, MET5_C, TEL_Ce TEL_A.

Entre as medidas dos machos, a populacdo da area Oeste apresenta maior propor¢ao
das médias de todos os caracteres; porém, ao comparar as analises das medidas pelo Mann-
Whitney, essas analises mostram que a maioria das amostras se apresenta com diferencas
significantes, com excecdo dos caracteres Co_total, CA LP, FEM_L, TIB_L, CHE_L,
CHE_A, DM_C, MET1_C, MET2_C, MET3_C, MET4_C e MET5_C. Verifica-se, também,
gue os machos da populacdo do Oeste sdo 0s que se mostram com as maiores médias, porém

sem existir significancia entre as duas populacgoes.

6.3.2. Anélise de conglomerados

Para as andlises de conglomerados foram selecionadas varidveis estatisticamente
significantes dos dois géneros (14 caracteres dos machos e 16 das fémeas) (Tabela 5),
realizadas pelo método de Complete Linkage e distancia de Manhattan com padronizacéo.
Para as fémeas, resultaram em um dendograma que separa a 100% as populagdes da regido
Leste e da Oeste em dois grupos (Fig. 8). Enquanto que, entre 0s machos, dois individuos que
foram classificados no grupo Oeste (um pertencente ao municipio de Rurépolis (RUR) e outro

ao municipio de Trairdo (TRAI)) foram agrupados juntamente com os individuos do Leste
(Fig. 9).

6.3.3. Anélise Discriminante

A analise discriminante demonstra que ha distin¢do entre os individuos das populacdes
Leste e Oeste do Estado do Para, considerando apenas as 11 variaveis com significancia de
p<0,01 e comuns nos dois géneros (Apéndice 3). Na analise realizada com as fémeas, ambas
as populacgdes ocuparam posicdes diferentes no espaco multivariado, sem haver sobreposicao
de elementos (Fig. 10); duas funcdes discriminantes foram geradas a partir deste teste, no qual

se nota que as diferencas encontradas entre as fémeas destes grupos sdo explicadas
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principalmente pela largura dos segmentos metassomais (MET1_L e MET2_L), na fungéo 1,
e pelo comprimento da chela (CHE_C) e altura do 2° segmento metassomal (MET2_A), na
funcédo 2 (Tabela 5).

Para os machos, existe sobreposicdo das populacGes; mesmo assim é possivel notar
que a maior parte dos individuos da populacdo Leste e Oeste permanecem plotados em
regides extremas (Fig. 11). Neste caso, a primeira funcdo discriminante esta mais
correlacionada com a largura do 5° segmento do metassoma (MET5_L) e com a altura do 1°
segmento do metassoma (MET1_A), enquanto que a maior parte da variacdo da funcéo 2 esta
relacionada com a altura do 1° e 3° segmentos dos metassomas (MET1_Ae MET3_A).

Tabela 5. Coeficientes das fung¢des discriminantes obtidas para machos e fémeas das duas
populacdes analisadas. Em destaque, os valores dos coeficientes que descrevem a maior parte
da variagdo entre 0s grupos.

Variavel p Machos p Variavel p Femeas P
Fungéo 1 Fungéo 2 Fungéo 1 Fungéo 2

CA_LA -1.06 3.18 FEM_C 0.80 -1.91
TIB_C -0.84 0.58 FEM_L 1.09 1.06
MET1_L -2.50 5.57 TIB_C 0.26 -0.64
MET1_A 6.66 12.28 TIB_L 1.26 1.46
MET2_L -2.05 -5.20 CHE_C -0.73 4.96
MET2_A -9.57 -8.63 DM_C -1.02 -0.18
MET3_L 0.53 2.77 MET1_L 3.12 0.15
MET3_A 0.25 5.42 MET1_A 1.75 1.27
MET4_L 3.17 1.82 MET2_L 2.34 -3.10
MET4_A 2.67 -3.87 MET2_A 0.77 3.57
METS5_L 10.87 -9.03 MET3_L 1.03 -0.27
METS5_A -6.66 -3.47 MET3_A 0.97 -1.12
TEL L 1.20 -1.22 MET4_L 1.39 -0.91
TEL_A 1.36 1.28 MET4_A -0.31 -2.94
METS5_L 0.70 1.20
MET5_A 0.60 -0.99

Fonte: autor
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Figura 8. Dendograma de conglomerados de 19 fémeas de T. obscurus com caracteres de
significancia p<0,01, das regides Leste e Oeste do Estado do Para, Brasil, obtido pelo método
de ligacdo completa e distdncia de Manhattan com padronizacdo das variaveis FEM_C,
FEM_L, TIB.C, TIB_L, CHE_C, D.M_C, MET1 L, MET1_A, MET2_L, MET2_A
MET3_L, MET3_A, MET4_L, MET4_A, MET5_L e MET5_A.

Fonte: autor
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Figura 9. Dendograma de conglomerados de 19 machos de T. obscurus com caracteres de
significancia p<0,01, das regides Leste e Oeste do Estado do Para, Brasil, obtido pelo método
de ligacdo completa e distdncia Manhattan com padronizacdo das varidveis CA_LA, TIB_C,
MET1 L, MET1_A, MET2_L, MET2_A, MET3_L, MET3 A, MET4_L, MET4_A,
MET5 Le MET5 A, TEL CeTEL L.

Fonte: autor
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Figura 10. Funcgdes discriminantes de duas populacdes de fémeas de T. obscurus das regides

Leste e Oeste do Estado do Pard, Brasil. Os circulos representam a populacdo Leste e 0s
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6.4. Da analise quimica
6.4.1. Fracionamento cromatografico da peconha bruta por RP-HPLC

O fracionamento da peconha bruta do T. obscurus obtidas por RP-HPLC, utilizando os
mesmos solventes para as purificagfes e as mesmas quantidades de pegconha, mostrou uma
boa reprodutibilidade dos perfis cromatograficos, com 40 picos na elui¢do para a toxina da
regido Leste e 54 para a da Oeste (Fig. 12, 13); para destacar as diferengas e semelhancas das
expressdes dos componentes presentes em cada regido, a sobreposicdo de ambos 0s
cromatogramas é mostrada na figura 14. Para melhor visualizar e comparar seus
componentes, os cromatogramas foram divididos em duas regides relacionadas com a eluigéo
e seu tempo de retencdo (TR), os quais representam diferentes tipos de componentes quimicos
de toxinas, entre 20 a 32 minutos, onde se encontram preferencialmente os peptideos
moduladoras para canais de potassio (Fig. 15) e de 32 a 50 minutos, para canais de sodio (Fig.
16) (BATISTA et al., 2004), sendo os peptideos para canais de K" e Na* com maior

frequéncia na regido Oeste (Fig. 17).
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Figura 12. Cromatograma obtido do pool da pegonha bruta do T. obscurus da regido
Leste por RP-HPLC em coluna semi-preparativa Cig (Phenomenex, 5 um, 10x250 mm).
O gradiente linear utilizado foi de 5% até 95% de acetonitrila, com fluxo de 2,5 mL/min
e eluicdo de 60 minutos. Os experimentos foram monitorados nos comprimentos de

ondas de 216 e 280 nm.
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Figura 13. Cromatograma obtido do pool da pegonha bruta do T. obscurus da regido Oeste por
RP-HPLC em coluna semi-preparativa C;g (Phenomenex, 5 um, 10x250 mm). O gradiente
linear utilizado foi de 5% até 95% de acetonitrila, com fluxo de 2,5 mL/min e eluicdo de 60

minutos. Os experimentos foram monitorados nos comprimentos de ondas de 216 e 280 nm.

Fonte: autor
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Figura 15. Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na faixa de toxinas moduladoras de
canais para K*, do pool da peconha bruta do T. obscurus das regides Leste em vermelho e

Oeste em negro. Monitorados pelo comprimento de onda de 216nm.
Fonte: autor
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Figura 17. Frequéncia das fracGes da peconha do T. obscurus em 60 minutos de eluicdo em
coluna semi-preparativa no RP-HPLC. Em cinza componentes da regido "Leste e em negro da

Oeste.
Fonte: autor

6.4.2. Analise por espectrometria de massa

Todas as fracGes cromatograficas obtidas do fracionamento da peconha do T. obscurus
das duas regides foram analisadas por espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF, em
um intervalo de massa molecular de 200 a 80.000 Daltons (Da), gerando 79 componentes
distintos nas amostras da regido Leste, com um espectro de massa molecular entre 4028.9 a
30575.5 Da, e de 113 componentes nas do Oeste, com as massas variando entre 4017.9 a
30618.1 Da. Na comparacéo, ndo foi identificada nenhuma massa com peso molecular similar
entre as duas pegonhas do estudo, porém, na regido Oeste, a massa molecular 4510.4 Da foi
encontrada com 0 mesmo peso nos tempos de retencdo de 25,5 e 27,5 minutos, assim como, a
massa de 4223.8 Da, nos tempos de 26,6 e 27,1 minutos (Apéndice 6). Para melhor
entendimento e comparacdo, os dados experimentais foram organizados em intervalos de
massas moleculares de 500 Da (Fig. 18), e as toxinas classificadas em dois grupos com base
em sua atividade e tamanho molecular. No primeiro grupo, encontramos as toxinas que
modulam canais para potassio com peso molecular entre 2500-5000 Da (PIMENTA et al.,
2001). Nesta faixa, sdo quantificadas em 17,7% na peconha da regido Leste, entre os tempos
de retencdo de 24,7 a 28,7 minutos e em 20,3% na Oeste, entre 22,9 a 39,5 minutos. No
segundo grupo, 0s peptideos que atuam nos canais para sodio, com 6500-8500 Da
(RODRIGUEZ DE LA VEGA; POSSANI, 2005). Estas sio identificadas em 43,0%, na area



Leste, entre as eluicbes de 24,7 a 46,5 minutos e na Oeste, em 45,1%,

minutos.
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7. DISCUSSOES
7.1. Da casuistica

A maioria das vitimas envenenadas pelo T. obscurus é proveniente da regido Leste.
Nesta, estdo situadas as duas cidades mais urbanizadas e com maior populagao residente do
Estado. Este escorpido é o de maior importancia em salde publica na Amazénia brasileira
(BRASIL, 2001, 2009) e tem causado acidentes nas duas regides (PARDAL et al., 2003;
MARTINS et al., 2002); porém, varias espécies do género Tityus tém sido descritas na regido
Norte do Brasil (LOURENCO, 2002), as quais, no periodo do estudo, ocasionaram no Estado
do Para uma incidéncia anual de 82,4 acidentes por 100.000 habitantes. No entanto, a
incidéncia foi menor em Belém e Ananindeua, com 6,4/100.000 habitantes, do que em
Santarém e Rurépolis de 264,4/100.000 habitantes (BRASIL, 2014)°.

Na distribuicdo entre os géneros, o masculino predominou na Oeste. Esta possui uma
zona mais rural, o que, provavelmente, faz o acidente estar associado com o tipo de trabalho
realizado neste meio. Resultados semelhantes foram encontrados por Pardal et al. (2003) nesta
mesma area do estudo. Nas outras regides brasileiras, este género também é o mais acometido
(SOARES; AZEVEDO; De MARIA, 2002; HORTA; CALDEIRA; SARES, 2007), porém na
Turquia, o feminino tem maior incidéncia (OZKAN; KAT, 2005).

Nas duas regides, a faixa etaria mais acidentada esta entre adolescentes e adultos, com
mediana e intervalo interquartil [MD (IQR)] de 31.5(23-41) e 31.5(20-50) na Leste e Oeste
respectivamente. Estes achados sdo semelhantes a outros estudos no Para (MARTINS et al.,
2002; PARDAL et al, 2003; MAESTRI NETO et al., 2008) e em outras regiées do Brasil
(SOARES; AZEVEDO; DE MARIA, 2002), assim como, no México (CHOWELL et al.,
2006), no Marrocos (SOULAYMANI et al., 2007) e na Colémbia (GOMEZ et al, 2002;
OTERO et al.,, 2004); entretanto, Bouaziz et al. (2008) na Tunisia, encontrou 72% dos
pacientes abaixo de 15 anos.

O membro superior foi 0 mais acometido, provavelmente em decorréncia do manuseio
de materiais de construcdo ou entulhos em residéncias ou em outros ambientes, aliado a
limpeza doméstica. Estudos similares corroboram esses resultados (PARDAL et al., 2003;
CHOWELL et al., 2006; HORTA; CALDEIRA; SARES, 2007; GOMEZ et al., 2010), no
entanto, Roodt et al. (2003) e Pipelzadeh et al. (2007) mostraram ser os membros inferiores 0s

mais atingidos.

> http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/
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Os envenenamentos ocorreram no periodo diurno nas duas regiGes, apesar de 0s
escorpifes terem habitos noturnos, passando o dia escondidos em locais escuros, sugerindo
que os animais foram perturbados no seu habitat natural. Segundo a literatura brasileira, 0s
acidentes tanto podem acontecer nesse periodo (RIBEIRO; RODRIGUES; JORGE, 2001;
PARDAL et al, 2003), como no noturno (HORTA; CALDEIRA; SARES, 2007), porém, em
outros paises como na Colémbia (GOMEZ et al, 2002), na Africa do Sul (MULLER, 1993) e
no Iran (PIPELZADEH et al., 2007), sua incidéncia € maior no periodo noturno.

O tempo entre o acidente e o atendimento médico das vitimas, nas duas regides, foi
abaixo de trés horas, porém a regido Oeste mostra um maior Md (IQR) 1.3(1.0-3.0); isto
provavelmente seja decorrente da regido ser predominantemente rural e das dificuldades de
meios de transportes para se chegar ao atendimento hospitalar, diferentemente da Leste, que é
mais urbanizada e com melhores meios de mobilidade; o que corrobora os resultados
encontrados por Pardal et al. (2003) nesta mesma area.

A frequéncia das manifestagdes clinicas no sitio da picada foi frequente e semelhante
nos pacientes das duas regides, sendo os sinais e sintomas de dor seguidos por parestesias,
edema e eritema os mais frequentemente observados. Achados anteriores causados por esta
espécie na Amazonia brasileira (MARTINS et al., 2002; PARDAL et al., 2003) e na Guiana
Francesa (MOHAMED et al., 2013) vém apoiar 0s nossos achados. Estes sintomas também
sdo observados nos acidentes por T. stigmurus no Nordeste do Brasil (LIRA-DA-SILVA,
AMORIM; BRAZIL, 2000), T. serrulatus e T. bahiensis no Sudeste do Brasil
(BUCARETCHI et al., 1995; SOARES; AZEVEDO; DE MARIA, 2002) e em outros paises
(CHOWELL et al., 2006; GOMEZ et al., 2010). Na Tunisia, envenenamentos por
Hemiscorpius lepturus ndo foram acompanhados de processo inflamatorio local (BOUAZIZ
et al., 2008), mas no Ird, a necrose local foi relatada (PIPELZADEH et al., 2007; JALALI et
al., 2010).

As manifestagdes clinicas sistémicas foram diferentes nas duas regides, com maior
frequéncia e gravidade nos pacientes da regido Oeste, com énfase nos sinais e sintomas
neuroldgicos, enquanto na Leste, as maifestacfes consideradas leves predominaram. Estes
achados corroboram os relatos de Pardal et al. (2003) e Martins et al. (2002) nestas mesmas
areas do estudo. Contudo, duas vitimas ndo apresentaram nenhuma manifestacdo clinica que,
segundo o Consenso Internacional dos envenenamentos por escorpides (KHATTABI et al.,
2011), o classificque no chamado nivel O (zero), onde ndo ocorre envenenamento ou “dry
sting”; enquanto as outras vitimas estdo incluidas no nivel 1, e apresentam manifestacdes

somente no local da picada e no nivel 2, nas chamadas manifesta¢des sistémicas menores e
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que ndo levam ao risco de vida. Entretando, no nivel 3, onde ocorrem alteracdes cardio-
circulatérias e levam a risco de vida, nenhum paciente estd incluido. Esta divergéncia da
gravidade e das manifestacBes clinicas entre as regiGes do estudo pode estar relacionada a
varios fatores, entre eles, a composi¢cdo quimica da peconha do T. obscurus. Relatos de Horta,
Caldeira e Sares (2007) e Chippaux e Goyffon (2008) referem que a gravidade do
envenenamento esta relacionada, entre outros fatores, a espécie do escorpido e a composicao
da peconha; entretando, Nishikawa et al. (1994), em estudo experimental, mostra que a
peconha do T. obscurus tem menor toxicidade, quando comparado com outras pe¢onhas de
escorpides brasileiros, como T. serrulatus, T. bahiensis e T. stigmurus.

Manifestacbes clinicas decorrentes da estimulacdo do sistema simpatico,
parassimpatico, bem como para o lado do sistema nervoso central (SNC) tém sido descritos
no escorpionismo humano por T. serrulatus, T. bahiensis e T. stigmurus, que incluem
sonoléncia, tonturas, contratura, tremores e convulsdes. No entanto, alguns achados
neuroldgicos do estudo como mioclonias, sensagdo de “choque elétrico” no corpo, disartria,
parestesia em todo corpo, ataxia de marcha, dismetria e fasciculacdo sdo observados somente
nos acidentes por T. obscurus da regido Oeste e ndo relatados em outras regides do Estado do
Pard (MARTINS et al., 2002) e nem do Brasil (BUCARETCHI et al., 1995; LIRA-DA-
SILVA; AMORIM; BRAZIL, 2000; HORTA, CALDEIRA, SARES, 2007). Porém, Pardal
et al. (2003), na regido Oeste do estudo, e Mohamed et al. (2013), na Guiana Francesa
relataram esta ocorréncia por esta mesma espécie. Outros escorpides como Centruroides
infamatus e C. limpidus tecomanus no México (CHOWELL et al., 2006) e Parabuthus
granulatus e P. transvaalicus na Africa do Sul e Zimbabwe (MULLER, 1993; BERGMAN,
1997) ocasionam sintomas similares.

O tratamento especifico para escorpionismo no Brasil se baseia na administracdo do
antiveneno escorpiodnico especifico, obtido a partir de plasma de cavalos imunizados com as
peconhas de T. Serrulatus, e tem sido utilizado de forma eficaz para o tratamento de
escorpionismo humano por T. serrulatus e de outras espécies, tais como T. stigmurus e T.
bahiensis (BUCARETCHI et al., 1995; LIRA-DA-SILVA, AMORIM, BRAZIL, 2000;
BRASIL, 2001; HORTA, CALDEIRA, SARES, 2007). Além disso, estudos em vivo e em
vitro mostraram que o antiveneno de T. serrulatus pode ser utilizado com sucesso contra T.
obscurus (NISHIKAWA et al., 1994).

Todos os pacientes evoluiram para cura apds o tratamento no presente estudo. Os que
apresentaram manifestacdes locais foram tratados com analgésicos e receberam alta hospitalar

entre 6 a 12 horas apds a admissao. Enquanto, 0s que apresentavam manifestacdes sistémicas
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receberam medicacdo sintoméatica como analgésicos para combater a dor, benzodiazepinico
para o controle das mioclonias e soroterapia especifica antiescorpiénica na dosagem de 15 ml
administrados por via intravenosa durante um periodo de 20 minutos. Os pacientes da regido
Leste foram liberados do hospital nas primeiras 24 horas, enquanto os da regido Oeste, sete
deles foram liberados dentro de 48 horas, e dois até 72 horas (dados ndo mostrados).

7.2. Do molecular

O gene mitocondrial do estudo, quando amplificado, revelou um fragmento
semelhante ao encontrado em outras espécies de escorpides (GANTENBEIN; FET,;
BARKER, 2001; TERUEL; FET; GRAHAM, 2006). Sendo esta ferramenta uma poderosa
aliada para avaliar a posicdo taxondmica de populacdes de animais, subespécies e espécies de
escorpifes (GANTENBEIN et al., 2000; TOWLER et al., 2001), por meio de analises da
similaridade, diversidade genética e filogenia dos espécimes (GANTENBEIN; LARGIADER,
2003; OZKAN; AHMET; ZAFER, 2010; BORGES et al., 2010).

O sequenciamento do gene mostra que a combinacdo adenina + timina (A+T) esta
mais presente nas médias das amostras do T. obscurus das duas regifes: Leste (71,86%) e
Oeste (69,85%), enquanto que a guanina + citosina (G+C) estd em menor numero no Leste
(28,13%) e Oeste (30,15%). Resultados equivalentes foram encontrados por Borges et al.
(2010) em 21 espécies de Tityus da Venezuela, Trinidad, Brasil e Panama, onde o A+T foi de
72.5% e 0 G+C de 27.4%.

As matrizes mostram que as intraespécies de cada regido estdo muito proximas
geneticamente, cuja similaridade e divergéncia encontram-se entre 98,6 a 99,7 e de 0,3% a
1,4% na Leste, de 99,1 a 100% e de 0,0% a 0,9% na Oeste, respectivamente; entretanto,
qguando comparamos as duas populac@es de T. obscurus, fica evidente a separacdo entre elas
com divergéncia de 9,7 a 11%. Segundo Ozkan, Ahmet e Zafer (2010), ao comparar oito
espécies de Androctonus crassicauda mostraram 99,7% de similaridade intraespécies e 98,7%
a 98,9% entre as interespécies na provincia Sanliurfa na Turquia; enquanto Costa (2008), para
os T. obscurus coletados de outros municipios do Oeste do Pard, mostrou que a diferenca
intraespecifica variou de 0 a 8,2%. Outras espécies como o Centruroides exilicauda no
México apresentaram divergéncias intraespécies de 1-10%, enquanto as interespécies do
México e USA ficaram em 13-16%, sendo estas consideradas altas por Gantenbein, Fet e
Barker (2001). No entanto, Fet et al. (2005), ao analisar os Euscorpius italicus da Suica,
Italia, Eslovénia, Grécia e Turquia, encontrou distancia genética entre 0 a 1,2%, considerada

extremamente baixa.
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Os fenogramas mostram que a populacdo de T. obscurus do Leste esta nitidamente
separada das do Oeste; enquanto os especimes de cada area estdo intimamente relacionados e
apoiados por 100% do bootstrap. Estes resultados demonstram o elevado grau de
polimorfismo genético (9,06%) entre as sequéncias do DNA dos T. obscurus dos dois grupos.
Isso pode estar relacionado com a grande distancia e as barreiras geograficas entre as duas
areas de estudo, 0 que parece ser suficiente para separar as duas popula¢des. Segundo Haffer
(2008), as barreiras geograficas na AmazOnia podem separar populacGes e causar
diferenciacGes de espécies. No Marrocos e Tunisia, 0 Buthus occitanus separado pelo Estreito
de Gibraltar formou trés grupos neste complexo de espécies, o que fez Gantenbein e Largiader
(2003) afirmarem que as distancias geograficas podem funcionar como barreira de fluxo
génico. Isto também parece estar ocorrendo com o C. exilicauda do México e USA e o C.
limpidus da regido Central e Sul do México que mostram mais de uma linhagem dentre estas
espécies (GANTENBEIN; FET; BARKER, 2001; TOWLER et al., 2001).

7.3. Da morfologia

Os resultados mostram variagdo morfométrica entre as populacdes de machos e
fémeas de T. obscurus das duas regides, sendo confirmados pelas analises clasdisticas e das
discriminancias. Estudos morfométricos em escorpifes tém adquirido cada vez mais espago
na distincdo de diversas espécies e géneros de escorpides. Fet e Soleglad (2002) mostraram
existir mais de uma espécie do Euscorpius carpathicus na Europa; Hughes (2011) descreveu
uma nova espécie do género Vaejovis no Arizona, EUA, enquanto Karatas (2007) evidenciou
variacdo morfoldgica entre os Mesobuthus nigrocinctus da Turquia.

Entre as principais variaveis morfométricas que permitem diferenciacdo entre as duas
populacbes de T. obscurus, encontramos largura e altura dos segmentos metassomais, por
apresentarem um alto nivel de significancia no teste de Mann-Whitney e elevados valores das
fungdes discriminantes. Esses caracteres tém sido bastante eficientes para diferenciar
variacdes morfologicas ou mesmo espécies. No norte da China, dois géneros de Mesobuthus
foram diferenciados, principalmente através das propor¢des entre o comprimento e a largura
de cada segmento metassomal (ZHANG; ZHU, 2009); Hughes (2011), em recente revisao de
algumas espécies do género Vaejovis, mostrou que a taxa comprimento/largura do Il
segmento metassomal pode distinguir fémeas de duas espécies, atraves de analise de funcdes
discriminantes.

As analises dos dendogramas e as das discriminancias mostram perfeitamente que

existe uma grande distancia morfologica entre as duas populacdes de fémeas das duas areas,
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porém, com 0s machos, nota-se que alguns individuos da populagdo Oeste (um individuo de
Rurdpolis e outro de Trairdo) sdo mais relacionados as populagdes da regido Leste. Ponce-
Saavedra et al. (2009), ao realizarem analise de conglomerados com subespécies de
Centruroides limpidus, observaram que nos dendogramas ocorria mesclagem de individuos
de C. limpidus limpidus e C. I. tecomanus, e justificam o resultado afirmando que o grau de
semelhancga nas medidas entre ambas foi responsavel por promover mistura dos grupos nestas
analises. E possivel que o mesmo tenha ocorrido no presente estudo, e que o baixo ndmero
amostral de ambas as populacdes possa também ter influenciado neste resultado.

Neste estudo, todos os resultados das anélises multivariadas dos dados morfométricos
indicam uma diferenciacdo do T. obscurus em duas linhagens, evidenciando um padréo
morfoldgico Leste-Oeste no Estado do Pard, sendo que as populacdes do Oeste sdo em média
maiores do que as do Leste. Fato semelhante ja foi registrado em populacbes de Bothriurus
bonariensis, na América dos Sul (OLIVERO; MATTONI; PERETI, 2012) e de outro
artropode, Scolopendra cingulata, na regido do Mediterraneo (SIMAIAKIS; GIOKAS;
KORSOS, 2011).

7.4. Da pegonha

Ao comparar os cromatogramas obtidos pelo sistema RP-HPLC, ficou evidente que a
peconha da regido Oeste tem um maior numero de fragdes e ndo apresenta perfil
cromatografico similar. Estudos anteriores com a mesma técnica e com 0 mesmo tempo de
eluicdo, em peconha de escorpides, tém mostrado numeros de componentes diversos.
Caliskan et al. (2006) encontrou 44 no Androctonus crassicauda da Turquia; Schwartz et al.,
(2008) separou 80 fragdes no Opisthacanthus cayaporum do Brasil; enquanto nas toxinas da
mesma espéecie deste estudo, Murgia et al. (2004) encontrou 50 e Batista et al. (2004) 60
fragbes. Entretanto, para melhor observar as diferencas e semelhancas das fracdes nas
peconhas de cada regido, a sobreposicdo dos perfis cromatograficos é apresentada e nota-se
que os localizados nas faixas de tempo de retengdo que correspondem as toxinas para sodio e
para potassio, sdo mais frequentes na peconha do T. obscurus da regido Oeste, porém,
identifica-se que as fracbes com TR de 22.9, 25.2, 28.0, 28.7, 30.7, 32.5, 34.5, 36.7, 39.5 e
46.5 minutos estdo presentes nas duas toxinas. Estudos anteriores, pelo HPLC nas toxinas
destes espécimes, identificaram e sequenciaram o peptideo Tcl, que € o menor peptideo
especifico conhecido para canal de K* (Batista et al., 2000); Tc30 (TR 30 min.) e Tc32 (TR
32 min.) que bloqueiam os canais Kv1.3 e Shaker B K" (Batista et al. 2002a); Tc48a, Tc48b,

Tc49a, Tc54 e Tc49b atuam nos canais para Na*. Tc49b é uma ndo a-toxina, que aboliu quase
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completamente a corrente de Na* nas células granulares do cerebelo (Batista et al, 2002b);
Tc48a afeta a permeabilidade do Na* nas células F-11 em cultura, provocando um efeito
notavel sobre a resposta fisiologica dos neurdnios, levando a um aumento na excitabilidade e
na amplitude do potencial de acéo (Batista, 2004) e Tc48b atuam no canal de Na* das células
de cultura da pituitaria GH3 (Murgia et al., 2004). Atualmente, Guerrero-Vargas et al. (2012),
por clonagem molecular, identificaram novas toxinas para canais de Na*, nomeando de To4 a
Tolb.

Ao comparar as amostras de toxinas do T. obscurus das duas regides, analisadas pelo
MALDI-TOF/TOF, ndo se observa nenhuma similaridade na composi¢do quimica entre 0s
seus componentes, mesmo naquelas massas moleculares que se expressam no mesmo tempo
de retencdo de 25.2, 28.0, 28.7, 30.7, 32.5, 34.5, 36.7, 39.5 minutos. Segundo Miyashita et al.
(2007), a familia Buthidae possui uma peconha muito diferente em comparagdo com outros
ndo-Buthidae. Além disso, mesmo dentro da familia Buthidae, grandes diferencas podem ser
observadas na composicdo da peconha entre espécies diferentes (DYASON et al., 2002,
GUERRERO-VARGAS et al., 2012) e dentro de uma espécie (ABDEL-RAHMAN et al.,
2009; OZKAN; CIFTCI, 2010; RUIMING et al., 2010; RODRIGUEZ-RAVELO et al.,
2013). Por isso, estima-se que existam aproximadamente 150.000 polipéptidos distintos em
todas as espécies conhecidas de escorpifes no mundo (TAN et al., 2006).

Na anélise dos espectros de massas das peconhas das duas areas, fica evidente que os
neurotransmissores moduladores para K* e para Na* encontram-se em maior quantidade na
regido Oeste, 0 que sugere que 0S envenenamentos pelo T. obscurus, em Santarém e
Rurdpolis-Para, tenham potencial de maior gravidade. Segundo Becerril, Marangoni e Possani
(1997), a peconha de escorpido Tityus é rica em péptidos neurotdxicos, especialmente aqueles
que modulam os canais de Na* ou bloqueiam os canais de K, sendo estes ions os mais
estudados e conhecidos (RODRIGUEZ DE LA VEGAS; POSSANI, 2005) por exercerem
acdo em varios organismos, atuando especificamente na funcéo dos canais ionicos das células
excitaveis e ndo excitaveis (POSSANI et al., 1999), sendo no homem, o responsavel pelo

surgimento das manifestacdes clinicas do envenenamento.

7.5. Relacdo das manifestacGes clinicas com as toxinas

A relacdo das manifestacBes clinicas do envenenamento com a peconha do T.
obscurus mostra as vitimas da regido Oeste com uma riqueza na sua sintomatologia e na
composicdo quimica da peconha. Diversidade de componentes da peconha tem sido descrita

para varias especies de escorpido, porém, nunca comparando a sua relacdo com as
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manifestacdes clinicas. Entretando, véarios fatores geograficos, ambientais e genéticos podem
contribuir para variacdo intraespecifica dos componentes da peconha dos escorpides
(RUIMING et al., 2010; OZKAN; CIFTCI, 2010; ABDEL- RAHMAN et al., 2009); sendo as
neurotoxinas que interferem nos canais para sodio as que tém grande importancia médica e
farmacoldgica (WAGNER et al. (2003). Segundo Catteral (1980) e Gwee et al., (2002) estas
estdo relacionadas as manifestacBes clinicas do envenenamento, levando principalmente, a
hiperatividade do sistema nervoso autbnomo.

Relatos anteriores mostram que a pegonha de T. obscurus contém pelo menos cerca de
uma centena de componentes de péptidos diferentes (BATISTA et al., 2000), baixa toxicidade
(NISHIKAWA et al. 1994) e manifestacGes clinicas diferenciadas entre regides do Estado do
Pard (MARTINS et al., 2002; PARDAL et al., 2003). Entretanto, nossos resultados mostram
que a populacdo de T. obscurus da area Oeste, distante e separada por varias barreiras
geograficas da Leste, apresenta componentes neurotoxicos de canais para K* e para Na* mais
frequentes o que provavelmente pode explicar a gravidade e a sintomatologia diferenciada dos

envenenamentos nas areas do estudo.

7.6. Variabilidade geogréfica do T. obscurus

Existem diversas hipoteses sobre a origem bioldgica na Amazonia que podem explicar
a alta diversidade e distribuicdo geografica de espécies de muitos grupos taxondmicos na
regido, entre elas a de que os rios servem como barreiras para a dispersdao (HAFFER, 2008),
entretanto, Lourenco (2002) afirma que a maioria dos escorpides desta regido sdo espécies
monomodrfica, entre eles o T. obscurus. No entanto, nossos resultados mostram que esta
espécie, que esta distante cerca de 850 km e separada por dois grandes rios, Xingu e
Tocantins, apresenta uma variacao morfolégica significante na largura e altura dos segmentos
dos metassomas e com elevado grau de polimorfismo genético sugerindo que ela tenha
sofrido uma especiacao alopétrica, o que provavelmente levou a diversidade na composi¢do
quimica da peconha, o que é de extrema importancia para compreender a diversidade das
manifestacdes clinicas entre as vitimas do envenenamento nas areas do estudo. Segundo
Ruiming et al. (2010) e Ozkan e Ciftci (2010), separacdes geograficas podem levar a
diversidade dos componentes das peconhas dos escorpides. Outros autores, como Badhe et al.
(2006), encontraram variacdo intraespecifica entre as pegonhas dos Mesobuthus tamulus de
diferrentes regides da India; Abdel-Rahman et al. (2009) observaram que um conjunto de
fatores, seja ambiental, genético e geografico, contribuem para variacdes intraespecificas da

toxina de populacBes do Scorpio maurus palmatus, de regides diferentes do Egito.
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Recentemente, Guerrero-Vargas et al. (2012) mostraram, por anélise filogenética e clonagem
molecular das glandulas de toxinas dos escorpifes T. pachyurus e T. obscurus, uma clara
separacdo geografica entre escorpides do género Tityus que habitam a Amazo6nia, 0s das
regides montanhosas dos Andes e dos espécimes encontrado ao sul da Floresta Amaz6nica
brasileira.
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8. CONCLUSOES

Este estudo possibilita ampliar o conhecimento sobre Tityus obscurus Gervais, 1843
de duas regibes distintas do Estado do Para, Amazonia brasileira, ao realizar uma andlise
comparativa dos aspectos epidemiolégico-clinico do envenenamento, o molecular e o
morfoldgico do escorpido e o quimico da pegonha deste espécime, fornecendo os seguintes
dados bastante informativos:
1. O envenenamento pelo T. obscurus causa manifestacdes clinicas e gravidade diferenciadas
entre as vitimas das regifes Leste e Oeste;
2. As manifestagdes clinicas do envenenamento no sitio anatdbmico da picada s&o comuns nas
duas regides;
3. Sdo mais frequentes na regido Oeste do Estado as manifestacBes clinicas gerais,
autondémicas e neurolodgicas;
4. Os sintomas/sinais de mioclonias, sensacao de choque elétrico pelo corpo, disartria, ataxia,
dismetria e fasciculagdo sdo encontrados somente entre as vitimas da regido Oeste;
5. O alinhamento das sequéncias parciais do gene 16S mitocondrial dos espécimes de T.
obscurus mostra um elevado grau de polimorfismo genético entre as amostras das duas
regioes;
6. As matrizes de similaridade e de distancia revelam que as intraespécies sdo similares,
enquanto, entre as populacGes das regiGes Leste e Oeste mostram uma alta divergéncia
genetica;
7. Os fenogramas gerados revelam topografias muito congruentes, formando dois ramos bem
distintos, evidenciando uma divergéncia entre as duas populagfes e uma semelhanca
intraespecifica;
8. Os individuos das populacBes de T. obscurus das duas regides se diferenciam,
principalmente, pela largura e altura dos segmentos dos metassomas, visto o alto nivel de
significancia e dos valores dessas variaveis nas funcdes discriminantes;
9. Os dendogramas e as discriminancias mostram a existéncia de uma grande distancia
morfoldgica entre as duas populacdes de fémeas das duas areas, porém, alguns individuos
machos da populacdo Oeste estdo mais relacionados com as populagdes da regido Leste.
10. Os dados morfoldgicos analisados pelas multivariadas indicam um padréo Leste-Oeste do
T. obscurus no Estado do Parg;
11. A divergéncia morfologica desta espécie pode estar relacionada a especiagdo dos

espécimes, decorrente da distancia e barreiras geogréaficas;
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12. O perfil cromatogréfico da toxina mostra uma divergéncia qualitativa e quantitativa nos
espécimes das duas regifes do Estado do Para-Brasil;

13. Os espectros de massas das peconhas das duas areas ndo mostram nenhuma similaridade
na composicao quimica entre 0s seus componentes;

14. A presenca de neurotransmissores moduladores para K* e para Na* em maior frequéncia
na regido Oeste torna-se de extrema importancia para compreender a diversidade das
manifestacdes clinicas entre as vitimas do envenenamento por T. obscurus nas areas do
estudo.

Considerando todas estas informag@es, concluimos que os escorpides analisados das
populacdes das regides do Leste e Oeste do Estado do Par4, Amazonia brasileira, e que hoje
conhecemos como T. obscurus Gervais, 1843, mostram a existéncia de uma diversidade na
composicdo quimica da peconha, um polimorfismo morfologico e genético do espécime,
colocando em evidéncia uma diversidade regional deste escorpido, que pode estar relacionada
a especiacdo dos espécimes, decorrente da distancia e barreiras geograficas, chegando a
formar duas linhagens distintas, o que justifica a diferenca das manifestacdes clinicas do
envenenamento encontradas neste estudo e sugerimos uma revisdo taxondmica destes

“espécimes”.
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ANEXO 1

Parecer 038/2007 - CEP/NMT

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
_ NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

. Protocolo: N°Q38 /2007-CEP/NMT

Projeto de Pesquisa: ESTUDO MOLECULAR DO TITYUS PARAENSIS KRAEPELIN, 1986 E SUA
RELACAO EPIDEMIOLOGICA E CLINICA EM DUAS REGIOES DO ESTADO
DO PARA-BRASIL.

Pesquisador Responsével: Pedro Pereira de Oliveira Pardal.
Instituicdo / Unidade: UNM/UFPA..

Data de Entrada: 22/10/2007.

Data do Parecer: 30/10/2007.

PARECER

O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela &,
verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugdo 196/96-CNS/MS. Portanto,

manifesta-se pela sua aprovagéo.

Parecer: APROVADO.

| Prof° Telighi Oikawa
/ cordenador do CEP-NMT/UFPA.



ANEXO 2
Licenca do IBAMA

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistemna de Autorizagdo & Informagio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade didatica no dmbito do ensino superior

| Namero: 11727-1 [ Data da Emissdo: 26/10/2007 10:56 | Data de validade: 25/10/2008
Dados do titular

Registro no lbama: 586153 I Mome: Pedro pereira de Oliveira Pardal CPF: 024.473.202-72
Mome da Instituigdo : UMIVERSIDADE FEDERAL DO PARA CHPJ: 34 .621.748/0001-23

Observagoes, ressalvas e condicionantes

A par dofa) E {a) esirangeiro]a) nas alividades previstas nesia suloizacho depends de aulorizacio expedida pelo Ministéio de Ciéncia e
Teecnalegia (CHPgMCT);

Esta aulorizagdo ndo axime o @ukar & a sua aguipe da necessidade de oblar as anuéncias previstas em oubros instrumenios kgai, bem como do consenimento do
respansdvel peta Area, plblica ou privada, ohde ser realizada a alividade.

Esta aulorizagds ndo poderd ser ulilizada para fins comercises, indusinais, esporives ou para realizacio de alividades inefenles a0 protesso de beencamento

3 |ambiental de empreendimentos. O material biolbgon colstado deverd sar ullizado exclusivamente para alividades didAcas ou cienlificas sem polencial de uso
EEOnSmiGD.

A aulonzacho para envo de maledal biokgico ndo consignado a0 exlenor deverd ser requenda por meio 6 endereco eleldnico wse.ibama_gov_briciles. Em caso de
rmalerial congignado, consulte www_ibama.gov. brisishio - menu Exporlacio.

1

2

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[F] Municipio | UF |Descricio do kocal [Tipa ]
IEN | |PA_ |ESTADD DO PARA | Fora g UC |

Colealanspone 08 eSpaames da IAUNa silvesie in iy, COlSAranapons de amoslras IoOgIcas in 2ld, Maniengas
1 |Alividedes iemparaiia {alé 24 meses) de invenebrades silvesires em calivein, Caplura de animais shvesires in situ,
Coletafiranspons de amosiras bioldgieas ex sy

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

1_| Caplura de animais silvestres in sily Diplopeda, Insecls, Chilopocs, Arachnioa

7 | Colelalransporte de amosiras Dokgicas ex sl Diplopeda, nsecia, Arachnioa, Chilpoes,

3| Colelalransporte de amosiras Diokgicas in Siu Arachnids, Ingecta, Chilopods, Dipkpota

4| Colelaivans de espiecimes da fauna shweslre in sily Insecta ("Olde: 5), Chily *Cige: 50), Di ‘Qide: 30, Arachnida (" Qlde: 000)
Manulencho emporana (ale 24 meses) o8 mverlebeados

5| sivestres em caliveiro Arachnida, insecta

* Otde. de individuos por espécialocalidadeiunidade de consenacho, 8 senem coletados durante um and.

Material & métodos

T_| Amosiras biokbgicas (serebraons 1 ermesires E s |
7| Melode ce capturaicelel (Irnver Ter 1 Pugs, Arnadilia minesa, Caplura manual |

Destino do material bioldgico coletado
[w] Nome local desting | Tipo Desting |
[ [UNIVERSIDADE FEDERAL DD PARA | |
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Lista de T. obscurus das regides Leste e Oeste do Para da colecdo do LEMAP, agrupadas de
acordo sexo, municipio e tamanho total dos espécimes.

APENDICE 1

REGISTRO M ‘ COMPRIMENTO
UFPA/NMT/LEMAP SEX0 REGIRO MUNICIPiO TOTAL (mm)
286 Macho Oeste Santarém 74,83
287 Macho Oeste Santarém 78,77
311 Fémea Oeste Santarém 62,53
312 Macho Oeste Santarém 85,22
33 Macho Oeste Santarém 75,81
54 Fémea Oeste Santarém 73,20
64 Macho Oeste Santarém 74,83
406 Macho Oeste Santarém 80.81
409 Macho Oeste Santarém 85,24
364 Macho Oeste Santarém 77,97
141 Fémea Leste Traquateua 75,80
144 Fémea Leste Traquateua 74,90
17 Macho Leste Belém 77,69
177 Fémea Leste Colares 67,85
178 Fémea Leste Colares 64,88
181 Macho Leste Colares 62,17
183 Fémea Leste Ananindeua 74,56
189 Fémea Leste Ananindeua 70,81
253 Macho Leste Igarapé-Miri 75,31
276 Fémea Leste Benevides 70,23
324 Fémea Leste Belém 74,67
38 Macho Leste Belém 76,38
78 Fémea Leste Abaetetuba 78,00
80 Macho Leste Abaetetuba 68,57
81 Macho Leste Belém 77,60
87 Fémea Leste Ananindeua 67,34
89 Fémea Leste Ananindeua 74,00
90 Fémea Leste Ananindeua 7744
335 Fémea Oeste Rurépolis 76,95
336 Macho Oeste Rurépolis 62,15
235 Macho Oeste Novo Progresso 78,83
237 Fémea Oeste Novo Progresso 73,22
337 Fémea Oeste Rurépolis 69,81
338 Macho Oeste Rurépolis 70,20
75 Macho Oeste Trairdo 65,60
82 Macho Oeste Aveiro 78,28
83 Fémea Oeste Aveiro 69,29
85 Fémea Oeste Aveiro 68,87
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APENDICE 2

PROTOCOLO DE

1- IDENTIFICACAO:

PESQUISA CLINICA

86

3- SINTOMAS/SINAIS LOCAIS (ASSINALAR):
] Assintomatico "] Parestesia em todo 0 membro
Acidentado
1 Dor local ] Erecao de pelos no local da picada
1 Dor irradiada para a regido axilar ou "] Edema local
inguinal

[1 Parestesia local

[1 Eritema local

1 Calor local

'] Outros (anotar):

5- SINTOMAS/SINAIS SISTEMICOS (ASSINALAR):

[1 Assintomatico

(] Agitado

[1 Nauseas

[1 Calmo

(] Vomitos ocasionais

[0 Sonoléncia

| Vomitos frequentes

[J Prostracao

[1 Sudorese discreta

[1 Confusao mental

"] Sudorese profusa

[ Tremores

[] Sialorreia

[1 Convulsao

[] Diarreia

1 Priapismo

[1 Dor abdominal

[0 Visao escura

| Hipotermia

[1 Fotofobia

| Hipertermia

| Hiperemia conjuntival

(] Midriase

1 Taquipneia

(1 Miose

] Bradipneia

] Ptose palpebral

] Sensacao parestésica por todo 0
Corpo

] Sensacio de choque elétrico pelo
corpo

1 Disartria (fala como bébado)

[ Insuficiéncia cardiaca

_| Edema agudo do pulmio

] Mioclonias (abalos musculares)

[1 Arritmia cardiaca

Pressao arterial: /

Frequéncia cardiaca:

GRAVIDADE DO ACIDENTE: [] Leve
Tratamento realizado: [ Sintomatico [
Data da alta: ..... Y S S

[l Moderado L[] Grave.
Soroterapico [] Numero de ampolas:....
Tipo de alta: [] Cura [l Obito

Pesquisador




APENDICE 3

Abreviaturas e médias das mensurac¢@es das varidveis morfoldgicas dos espécimes de T.
obscurus, das populacdes das regides Leste e Oeste do Estado do Pard, Brasil.

87

Variaveis Fémea/Leste Fémea/Oeste Macho/Leste Macho/QOeste
Morfolégicas n=12 n=7 Teste U n=6 n=13 Teste U
Co_total 72.540+4.230 | 70.553+4.553 | 0.3499 72.953+6.274 | 76.042+6.799 | 0.3598
CA LA 5.273+0.352 5.354+0.926 0,3747 4.,780+0.307 5.533+0.873 0.0141*
CA LP 8.161+0.508 8.625+0.447 0.0575 7.618+1.183 8.305+0.852 0.1144
FEM_C 7.795+0.504 8.697+0.533 0.0035* 9.517+0.978 11.220+1.848 | 0.0537
FEM L 2.185+0.097 2.402+0.140 0.0035* 2.030+0.171 2.239+0.301 0.0655
TIB C 8.380+0.408 9.208+0.453 0.0041* 9.862+0.831 11.743+1.733 | 0.0179*
TIB L 2.989+0.124 3.554+0.882 0.0060* 2.402+0.163 2.689+0.369 0.0956
CHE C 5.119+0.413 5.620+0.393 0.0160* 6.338+0.508 7.718+1.482 0.0537
CHE L 2.522+0.134 2.762+0.314 0.0993 2.227+0.197 2.419+0.266 0.1144
CHE_A 2.567+0.191 2.595+0.189 0.7998 2.192+0.131 2.357+0.214 0.0794
DM _C 10.158+0.589 10.810+0.317 | 0.0112* 10.950+0.751 11.750+1.085 | 0.0794
MET1 C 5.5008+0.5073 | 5.5557+0.801 1.0000 5.880+0.726 6.030+0.694 0.4560
MET1 L 3.764+0.124 4.110+0.158 0.0004* 3.318+0.274 4,002+0.328 0.0038*
MET1 A 3.507+0.158 3.794+0.176 0.0035* 3.070+0.382 3.722+0.239 0.0016*
MET2_C 6.772+0.473 6.803+0.616 0.9663 7.028+0.626 7.663+0.896 0.1605
MET2 L 3.634+0.132 3.999+0.181 0.0020* 3.240+0.353 4.,084+0.365 0.0021*
MET2_A 3.479+0.113 3.804+0.123 0.0004* 3.153+0.214 3.715+0.337 0.0044*
MET3 C 7.231+0.454 7.413+0.665 0.4220 7.950+0.543 8.562+0.938 0.1144
MET3 L 3.709+0.141 4,126+0.114 0.0004* 3.407+0.326 4,213+0.436 0.0038*
MET3_A 3.644+0.129 3.996+0.121 0.0004* 3.173+0.230 3.891+0.358 0.0033*
MET4_C 7.783+0.561 8.024+0.893 0.7353 8.503+0.605 9.153+1.119 0.2195
MET4_L 3.850+0.148 4.307+0.170 0.0004* 3.545+0.411 4.532+0.479 0.0029*
MET4_A 3.677+0.124 4.,040+0.153 0.0006* 3.362+0.263 3.975+0.391 0.0050*
MET5_C 8.587+0.492 9.011+0.555 0.1083 9.228+0.577 9.904+0.839 0.1360
MET5_L 3.790+0.173 4.160+0.138 0.0007* 3.617+0.366 4.548+0.553 0.0050*
MET5_A 3.700+0.130 3.990+0.124 0.0013* 3.497+0.299 4.100£0.409 0.0110*
TEL C 7.786+0.659 7.710+0.869 0.8327 6.770+0.167 7.683+0.177 0.0029*
TEL L 2.818+0.171 2.980+0.112 0.0312 2.692+0.223 3.100+0.330 0.0159*
TEL_A 2.884+0.141 2.954+0.153 0.4469 2.740+0.179 3.002+0.324 0.0485

* indicadas com asterisco as estatisticamente significantes e destacada em cinza os caracteres

comuns nos dois géneros.

Fonte: autor




88

APENDICE 4
“TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO”
1 O com.... anos de idade, autorizo a Universidade Federal do Pard, por
intermédio do pesquisador................ , @ desenvolver a pesquisa abaixo descrita.
BUcoovveen. ,,» de .... anos de idade, responsavel pelo menor ...........c.ccccvevennn. de .... anos de
idade, autorizo a Universidade Federal do Para, por intermédio do
PESQUISATON ... e , @ desenvolver a pesquisa abaixo descrita.

Pesquisa: Estudo molecular do Tityus paraensis Kraepelin, 1896 e sua relacdo clinico-
epidemioldgica, em duas regides do Estado do Para-Brasil.

Objetivos: Estudar o lacrau (escorpido) e os sintomas das vitimas destes animais.
Descricdo de Procedimentos:

1- SO fara parte do estudo paciente acidentado pelo lacrau preto (escorpido que tem o nome
de Tityus paraensis Kraepelin, 1896) e que traga espontaneamente o animal quando do
atendimento médico, que se disponha a doar o mesmo, assim como a responder o
questionario.

2-A pesquisa sera realizada atravées da aplicacdo de um questionario referente aos sintomas
do voluntario e da doacdo do escorpido que ocasionou 0 envenenamento.

3- Serd informado sobre os sintomas do acidente. Os sintomas do leve: dores e/ou
parestesia e/ou edema local; sintomas do acidente moderado: sdo 0s mesmos apresentados
no leve, acrescidos de sudorese, palidez, vomitos ocasionais e tonteiras; e os sintomas do
grave sdo os mesmos do moderado acrescidos de vOmitos intensos, hipo ou hipertensao
arterial, hipo ou hipertemia, convulsées e edema agudo do pulmé&o. Nos pacientes do Oeste
do Pard, os sintomas séo acrescidos de mioclonias, disartrias, sensacdo de choque elétrico
pelo corpo e dismetria.

Desconfortos e riscos esperados: a participacdo na pesquisa ndao trard nenhum risco ou
danos ao voluntério, pois eles vao apenas responder a um questionario e fazer a doagdo do
escorpido que ocasionou o acidente, quando do atendimento médico. A vitima recebera
todos os cuidados médicos referentes ao seu agravo pela equipe médica do hospital.
Beneficios esperados: este estudo mostrard os sintomas produzidos por este tipo de
escorpiao e o grau de gravidade que ele podera produzir nas vitimas, o que trard um melhor
conhecimento sobre este agravo.

Confiabilidade: O voluntario tem a liberdade de retirar seu consentimento da pesquisa a
qualquer momento e deixar de participar da mesma, assim como as suas informacdes serao
sigilosas e sua identidade preservada.

Os participantes receberdo todas as informacOes e esclarecimentos de qualquer duvida
referente a pesquisa e sobre o pesquisador.

Aspecto legal: elaborado de acordo com as diretrizes e normas regulamentadas de
pesquisa envolvendo seres humanos e atende a Resolugdo n° 196, de 10 de outubro de
1996, do Conselho Nacional de Sadde do Ministério de Saude — Brasilia — DF.

Atencdo: A participacdo na pesquisa é voluntaria. Em caso de divida quanto aos seus
direitos, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Pard. Av. Generalissimo Deodoro, 92. Umarizal. CEP: 66.055-
240. Belém-Para. Fone: (091) 3241.9864.

0 1or: | LR Data: ......... | | —
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APENDICE 5

Alinhamento das seqliéncias parciais do gene 16S mitocondrial de dez T. obscurus. A
identificacdo das espécies e numeros de nucleotideos estd na coluna da esquerda. A
similaridade esta representada por pontos e os sitios de divergéncias (polimorfismo) por
nucleotideos.

10 20 30 40 50
e T I I e

ToLl TATTTTCCTTCTGCAGAAATAGGTTTTGTAATCCAACATCGAGGTCGCAA
D o 1 7
b o 1 G
P o P
b 14 3 7
TOO6 . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T e e e e e T.
b o1 OO T.
TOO8 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T e e e e e T.
D 11 1 T.
o010 e e e e e e e e e e e e e e e e T e e e e e T.
60 70 80 90 100

| | | | [ o] | | | |

ToLl TTACATTTGTCGATTAGATCTCTGTAAATGTATAACGCTGTTATCCCTAA
D o 1 7
b o 1 PG
b o 1 O
14 3 7
ToO6  ..... CC.......... G..... A..GG. ... e
ToO7  ..... CC.......... G..... A..GG. ... e e
ToO8  ..... CC.......... G..... A..GG. ... e
ToO9  ..... CC.......... G..... A..GG. ... e
ToOl0 ..... CC.......... G..... A..GG. ... e e
110 120 130 140 150

| | | | [ ... | | | |

ToLl AGTAGCTTATTTAATTTTTAGAACTCCTAGGTATTCTAATAATAATTAGA
D 1 77 T. ... i ...
ToL3 . e e e T. ... ..., T..T......
ToL4d ... e e e b
ToLS . e e T. ... .... T..T......
ToO6  ........ G...G.A........ T.T......... T R Y - G
ToO7  ........ G...G.A........ T.T......... T....T.A-..... G
ToO8  ........ G...G.A........ T.T......... T R N - G
ToO9  ........ G...G.A........ T.T......... T R Y - G
ToOl0 ........ G...G.A........ T.T......... T....T.A-..... G
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ToLl
TolL2
ToL3
TolL4
ToL5
ToO6
ToO7
To08
To09
To01l0

ToLl
ToL2
ToL3
TolL4
ToL5
ToO6
ToO7
To08
To09
To01l0

TolLl
ToL2
ToL3
TolL4
ToL5
ToO6
ToO7
To08
To09
ToO1l0

160 170 180 190 200

L T O S e I i I I
ATTCTTTAAGAGTGTTAGTATTCTTTGCCGCCCCAGCCAAACACAAGATT

e
T.C..G....... G.A.C........ TG....... AG
T.C..G....... G.A.C......... ... TG....... AG
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APENDICE 6
Espectro das massas moleculares em Daltons e seus tempos de retencdo da peconha do T.
obscurus das regides Leste e Oeste do Estado do Pard, Brasil.
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TR (min) m/z (Leste) TR (min) m/z (Oeste)

24.7 4143.9 8287.0 22.9 4223.3

25.2*% 4141.4 23.6 6116.6

25.4 4056.7 4028.9 5628.2 4119.9 24.5 5695.5

4514.3 4140.8

25.8 4053.2 25.2% 4085.8 5253.4 4105.2 4042.7
4147.8 5106.0 8171.8

26.1 4507.6 4566.9 5247.4 7341.2 25.5 4929.3 4949.6 4886.2 4458.8
4984.9 4510.4 4579.0

26.9 7749.2 4294.8 4923.2 7884.7 26.3 5929.2

27.3 4295.0 7341.6 7750.1 26.6 4530.0 4484.1 4223.8

28.0* 7343.7 7495.3 27.1 4296.5 7748.3 4223.8

28.7 7314.4 4882.7 27.5 5219.0 4510.4 7748.1

29.6 8046.7 16091.5 24140.3 28.0* 9044.1 5928.5 4049.6

30.0 7780.0 28.5 5930.1

30.7* 7759.0 7937.7 7262.3 28.7* 40179 7485.2 6365.2
7739.1

31.0 14193.9 29.3* 7727.1

32.0 7181.4 14121.0 14235.7 21280.3 29.7 7744.6 8048.6 15465.2

32.5*% 5334.6 7200.5 30.3 7346.9 7086.4 7145.4

333 7367.0 30.7* 6922.2 6190.6

335 7144.1 7363.6 31.8 7066.2

34.1 7373.3 7057.2 10730.9 14714.7 32.5* 7185.4 6955.0

34.5* 7065.0 10725.1 32.7 7182.5 6937.0 14355.7

36.7* 7240.7 10944.0 5469.6 33.6 7319.7 7345.8 7143.1 7205.5
7074.3 7220.6
6933.6

37.0 7240.5 14473.0 34.0 7209.3 7373.2 5167.0

37.6 10660.5 7296.6 5327.6 21290.2 34.5* 7459.1 7057.7 7116.3 7160.6
7103.3 7089.1 7146.4 10745.3

39.5* 6292.4 10833.4 10577.5 5412.7 36.0 7946.6 10488.9 10573.5

41.0 7629.1 15263.3 6594.6 7172.8 36.7* 7258.1

22899.8 30575.5

41.9 11026.7 6926.7 7628.7 5175.5 37.1 7270.7

43.5 6930.9 7075.8 37.5 7324.8

43.8 13858.1 20773.6 27747.1 38.3 10775.3 4344.4 7402.3 10649.2
7323.8 5004.0 8838.0 4520.7

44.3 6935.1 39.5* 5530.7 5330.3 4478.8

46.5 7622.4 12737.3 39.8 5340.6 5501.5

- - 40.2 7032.7 6905.2 5330.5

- - 40.4 7641.0 7024.3 5524.4
6893.0

- - 41.1 15285.3 22941.5 30618.1

- - 41.8 5172.4 8630.8 5844.1

- - 42.1 6924.7 7643.9 7167.6
5845.3 5526.5

- - 43.3 6928.7 111745 7090.1

- - 43.9 6941.8 7083.5 20762.7

- - 43.9 13867.0

- - 46.1 5955.9

Legenda: Assinalados em cinza, 0s menores e maiores pesos de massas moleculares,
sublinhadas as massas com pesos moleculares iguais e, em asterix, as fragdes com 0s mesmos
tempos de retencéo.

Fonte : autor



