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RESUMO

O envenenamento por escorpides € responsavel por significativa morbidade e
mortalidade em muitas partes do mundo e representa um problema publico de saude
no Brasil. Pouco estudado, Tityus stigmurus € considerado um escorpido de
importancia médica bastante associado aos casos de escorpionismo que ocorrem no
Nordeste brasileiro. Diante desse contexto, o trabalho propfe avaliar parametros
inflamatdrios e fisiopatolégicos locais e sistémicos decorrentes do envenenamento
pelo escorpido Tityus stigmurus em modelos experimentais in vivo. Através de injecao
intraperitoneal de 375 pg/Kg do veneno em camundongos BALB/c foi realizada a
avaliacdo dos efeitos locais e sistémicos por contagem global e diferencial de
leucécitos, quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase, dosagem de nitrito
pelo método de Griess, proteinas totais pelo método de Bradford e IL-10 e TNF-a do
lavado peritoneal dos animais, além da avaliacdo de parametros bioquimicos e
citocinas no soro, bem como a determinacdo do peso relativo dos 6rgaos coletados
dos animais de experimentacéo. A avaliacdo da acdo edematogénica da pegonha se
deu através do modelo de edema de pata por injecdo intraplantar de 5ug do veneno
de T. stigmurus. Os resultados mostraram que o veneno nao foi capaz de induzir a
migracdo de células para o peritbnio dos animais de experimentacdo em 6 e 24 h,
nem induziu o aumento de IL-10 e TNF-a no lavado peritoneal e no soro. Porém,
alteracBes bioquimicas importantes foram observadas como o aumento nos niveis de
creatina quinase (CK) e sua isoenzima MB (CK-MB), aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina, amilase e &cido Urico, indicativo de
lesbes em 6rgdos como coracao, figado, rins e pancreas. Também foi demonstrada
resposta edematogénica que se caracterizou pelo inicio rapido, com duracéo até 1
hora. Com os resultados aqui obtidos, tem-se pela primeira vez a caracterizagao

parcial do quadro do envenenamento induzido por T. stigmurus em camundongos.

Palavras-chave: Tityus stigmurus. Envenenamento. Inflamacéo. Edema de pata.



ABSTRACT

Scorpion bites are responsible for significant morbidity and pediatric mortality in many
parts of the world and represents a public health problem in Brazil. Tityus stigmurus is
a scorpion specie of medical importance that occur in the Brazilian Northeast. In this
context, this work proposed to analized the inflammatory and pathophysiological
parameters after Tityus stigmurus scorpion envenoming in vivo by intraperitoneal
injection of 375 pg/kg of venom in BALB/c mice to evaluate its local and systemic
effects. For this purpose, the total and differential leukocyte number, myeloperoxidase
activity, nitrite levels and total protein were quantified in peritoneal exsudate, as well
as, serum biochemical parameters and cytokine (TNF-a and IL-10) levels were
analyzed. Alterations in relative organs weight of the experimental animals were also
assessed. The results showed that the venom was not able to induce the migration of
cells into the peritoneum of experimental animals. However, significant biochemical
abnormalities were observed as the increase in CK, CK-MB, AST, ALT, creatinine,
amylase, and uric acid. Moreover, it was observed lesions in organs such as heart,
liver, kidney and pancreas. It was also demonstrated edema response that was
characterized by rapid onset, lasting up to 1 hour. This is the first time that partial

characterization of the envenoming induced by T. stigmurus in mice was carried out.

Keywords: Tityus stigmurus. Envenoming. Inflammation. Paw edema.
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1  INTRODUCAO

Pertencentes ao filo Arthropoda, classe Arachnida, os escorpifes sao
predadores terrestres inseridos na ordem Scorpiones com 14 familias, 183 géneros e
aproximadamente 1800 espécies, distribuidas em todos os continentes, com exce¢ao
da Antartida (REIN, 2012).

Os escorpides potencialmente perigosos ao homem pertencem a familia
Buthidae, a Unica que tem ampla distribuicdo mundial, com 48 géneros representados
por aproximadamente 500 espécies (a maior em numero e género) (LOURENCO,
2004), sendo apenas 25 espécies consideradas perigosas ao homem. No Brasil,
ocorrem cinco géneros de Buthidae: Isometrus, Ananteris, Microtityus, Rhopalurus e
Tityus. A esse Ultimo pertencem as espécies responsaveis pelos casos de
escorpionismo e dentre elas esta o Tityus stigmurus, que de acordo com dados do
Ministério da Saude, € uma espécie que predomina no Nordeste brasileiro, nos
estados, de Pernanbuco, Bahia, Ceard, Piaui, Paraiba, Alagoas, Sergipe e Rio Grande
do Norte (BRASIL, 2009).

Os acidentes por escorpides sdo considerados de importancia médico-sanitaria
no Brasil, ndo s6 pela incidéncia, mas também pela potencialidade da peconha de
algumas espécies que resultam em quadros clinicos graves, podendo ser até fatais
(BURCHERL, 1968). Segundo dados do Sistema de Informagbes Toxico-
farmacoldgicas (SINITOX) (2011), os casos de escorpionismo Sao 0S mais
numerosos, s6 em 2011 foram notificados 11542 casos no Brasil. Esse nimero chega
a ser maior que os casos de ofidismo registrados no mesmo ano (4938), sendo que
ainda acredita-se que o numero de casos com escorpides seja bem maior devido a
subnotificacdo (SINITOX, 2011).

O problema do escorpionismo no Nordeste ainda é pouco conhecido, com
alguns registros esporadicos feitos pelas Secretarias Estaduais de Saude, sendo o
Tityus stigmurus o principal responséavel por esses (LIRA-DA-SILVA, 2000; BRASIL,
2001). O primeiro caso foi reportado em Recife, onde registraram acidentes com T.
stigmurus em criangas, culminando em um o6bito (EICKSTEDT, 1983). No Rio Grande
do Norte, os casos de escorpionismo sd0 numerosos mesmo com as subnotificagoes,

dados do Sistema de Informacdes de Agravos de Notificagdo (SINAN) registraram so
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entre 2007 e 2011 o numero de 10251 acidentes na capital e regido metropolitana
(BARBOSA, 2014).

De forma geral, o envenenamento por escorpides € responsavel por
significativa morbidade e mortalidade pediatrica em muitas partes do mundo e
representam um problema publico de saude no Brasil. Assim, a peconha desses
animais tem sido objeto de estudo, pois, entre seus componentes, existe uma grande
variedade de toxinas com diversas atividades bioldgicas responsaveis pelos sinais e
sintomas do envenenamento. Os estudos que visam compreender o escorpionismo e
buscar solugbes para este problema de salude publica tem como ponto de partida o
estudo da peconha e seu mecanismo de acéo a fim de usa-los como ferramenta para
a compreensao de diversos fenébmenos bioldgicos, no desenvolvimento de terapias
mais eficientes para os casos de envenenamento, desenvolvimento de novos
farmacos e utilizacao terapéutica (LORET-HAMMOCK, 2001).

A espécie mais estudada no Brasil € o escorpido Tityus serrulatus, visto que é
0 mais importante em termos de ocorréncia e numero de envenenamentos dentre as
demais espécies que apresentam carater endémico, representando problema nas
regides de sua ocorréncia. Comprovadamente, a peconha do escorpiao T. serrulatus
€ capaz de induzir uma resposta inflamatoéria sistémica ocasionando a liberagcédo de
mediadores inflamatorios tanto em pacientes (ABDEL-HALEEM, 2006; D’'SUZE et al.,
2003; FUKUHARA et al., 2003; MAGALHAES et al., 1999), quanto em modelos
animais (DE MATOS et al.,, 1997; FIALHO et al., 2011; PESSINI et al.,, 2003;
PETRICEVICH; PENA, 2002), produzindo alteracbes bioquimicas séricas e
hematoldgicas (CUSINATO et al., 2010), inducdo de resposta nociceptiva e
edematogénica na pata de animais de experimentacdo (NASCIMENTO et al., 2005;
PESSINI et al., 2008), leséo e inflamacao pulmonar aguda caracterizada por mecanica
pulmonar alterada em modelo animal (COELHO et al., 2007; PERES et al., 2009) e
em humanos, associados a miocardiocitélise (CUPO et al., 1994), dentre outros.
Muitos estudos foram realizados para a compreensao dos efeitos da peconha desse
escorpido, fato este importante para o estabelecimento das condutas terapéuticas

adequadas para tratar os casos de envenenamento para esta espécie.

Poucos séo os estudos que abordam o escorpido T. stigmurus encontrados na
literatura. Nishikawa et al. (1994) avaliaram a letalidade através da determinagéo da

dose letal mediana (DLso) da peconha de sete espécies de escorpides brasileiros, uma
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delas, o T. stigmurus, que apresentou uma DLso de 0,773 mg/kg, o mais letal. Outros
estudos apresentaram 0s casos de escorpionismo registrados em um determinado
periodo de tempo relatando os principais sinais e sintomas do envenenamento por
esse escorpido, o tratamento, a gravidade dos casos acompanhados e as mortes
registradas, principalmente com criancas (ALBUQUERQUE et al., 2013; BARBOSA,
2014; GUARNIERI et al., 1996; LIRA-DA-SILVA et al., 2000).

Alguns estudos ja foram desenvolvidos a fim de identificar as biomoléculas
presentes na peconha do T. stigmurus, através de analise prote6mica e
transcriptémica. Batista et al. (2007) fracionou a peconha por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e as fracOes obtidas foram utilizadas para a determinacdo da
massa molecular utilizando a espectrometria de massa. Em 2012, foi realizado pelo
nosso grupo de pesquisa o estudo do transcriptoma da glandula da peconha de T.
stigmurus, o0 que permitiu a primeira visdo geral da expressdo das moléculas
presentes na glandula da peconha desse animal em condi¢cdes de repouso (sem pré-
estimulacao elétrica) (ALMEIDA et al., 2012). Um outro trabalho foi realizado com a
peconha a fim de investigar a presenca de atividade enzimética. Foi observada uma
atividade hialuronidasica significativa, além da capacidade para hidrolisar os
substratos Cathepsin K (Abz-FLRRV-EDDnp) e dinorfina 1-13 que foram inibidos por
1,10-fenantrolina, mas nao por fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), indicando a
presenca de metaloproteinases na peconha (VENANCIO et al., 2013). Resultado
semelhante foi obtido por Batista et al. (2007), que através do proteoma realizado com
a peconha de T. stigmurus, identificou uma hialuronidase que mostrou alta atividade

contra o hialuronano in vitro.

Até o momento foram realizados poucos estudos com a pe¢conha do escorpido
Tityus stigmurus (TstV) e/ou toxinas isoladas avaliando sua potencial atividade. Uma
y-toxina do T. stigmurus foi isolada, clonada e sequenciada, apresentando alta
similaridade com outras y-toxinas do T. serrulatus e T. bahiensis, porém nao foram
realizados testes de atividade bioldgica com a mesma (BECERRIL et al., 1996). Ja
Papp et al. (2009) purificaram um bloqueador de canal de potassio do tipo a, e por
ensaios de eletrofisiologia in vitro avaliaram a atividade dessa toxina contra 0s canais
de potassio do tipo voltagem-dependente (kv) kv1.2 e 1.3. A partir do transcriptoma
da glandula de veneno do T. stigmurus (ALMEIDA et al., 2012), foi caracterizado outro

bloqueador de canal de potassio do tipo B, através de modelagem por homologia,
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dindmica molecular e docking com o canal kv1.2, in silico (ALMEIDA et al., 2013).
Duas outras sequéncias provenientes do transcriptoma realizado por Almeida et al.
(2012), obtidas por via sintética foram estudadas em nosso laboratorio, sdo elas: a
Stigmurina, caracterizado como um peptideo antimicrobiano (MELO et al., 2015) e o
TistH, um peptideo com acéo hipotensora (MACHADO et al., 2015). Porém, até o
momento, nada é encontrado na literatura sobre as alteracBes fisiopatologicas
produzidas pela peconha de T. stigmurus em modelo animal.

Considerando que Tityus stigmurus € um dos escorpides de importancia
médico-sanitaria no Brasil e que poucos sdo os estudos a respeito dos acidentes,
aponta-se a necessidade dessa espécie ser melhor estudada. Por isso, o trabalho
propde avaliar alguns parametros inflamatorios e fisiopatolégicos induzidos pelo
envenenamento do escorpido T. stigmurus em modelos experimentais in vivo, visando
entender melhor a fisiopatologia do envenenamento e assim contribuir para o

desenvolvimento futuro de alternativas terapéuticas mais eficientes.
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2 FUNDAMENTAC}AO TEORICA
2.1 Biologiados escorpides
2.1.1 Classificacédo e distribuicdo geografica

Comprovadamente, os escorpides existem ha mais de 400 milhdes de anos
(fésseis do Carbonifero), sendo considerados os primeiros aracnideos a habitarem o
planeta. O seu exoesqueleto quitinoso, quase uniforme em todos 0s segmentos
permitiu a fossilizacdo de seus ancestrais e, por isso, compreende-se hoje a sua
origem (CANDIDO, 1999; CRUZ, 1994).

Pertencentes ao filo Arthropoda, classe Arachnida, os escorpides sé&o
predadores terrestres inseridos na ordem Scorpiones, embora ocorram divergéncias
guanto a classificacéo, pois as relacdes de parentesco entre 0s escorpides e outros
aracnideos e dentro da propria ordem ainda sdo muito discutidas entre o0s
especialistas, apesar de serem considerados oriundos de um grupo ancestral comum
a todos os aracnideos. Existem autores que indicam que eles se constituem como
uma Classe e ndo como uma Ordem (FET; SOLEGLAD, 2005; PRENDINE;
WHEELER, 2005). Com 14 familias, 183 géneros e aproximadamente 1800 espécies,
0s escorpides sdo distribuidos em todos os continentes, com excecao da Antartida
(REIN, 2012).

Os escorpides potencialmente perigosos ao homem pertencem a familia
Buthidae, a Unica que tem ampla distribuicdo pelo mundo, com 48 géneros e com
aproximadamente 500 espécies (a maior em numero e género) (LOURENCO, 2004).
Porém, apenas 25 espécies sdo consideradas perigosas ao homem. Os géneros
Androctonus, Buthus, Leiurus, Buthotus e Heterometrus s&o originarios da Africa,
principalmente no norte, Oriente Médio e India (BALOZET, 1971). O género
Parabuthus tem sido relatado no sul da Africa (DEBONT et al., 1998), ja o Centruroides
€ mais comum na América do Norte e Central (BRAVO-BECHERELLE; MAZZOTTI,
1961; DEHESA-DAVILA; POSSANI, 1994), enquanto escorpides do género Tityus sao
originarios da América do Sul e Trinidade e Tobago (BUCHERL, 1971). No Brasil
ocorrem cinco géneros de Buthidae: Isometrus, Ananteris, Microtityus, Rhopalurus e

Tityus. A esse Ultimo pertencem as espécies responsaveis pelos casos de
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escorpionismo: Tityus serrulatus, T. bahiensis, T. stigmurus e T. obscurus (BRASIL,
2009).

De acordo com dados do Ministério da Saude, o escorpido T. stigmurus € uma
espécie que predomina no Nordeste, nos seguintes estados: Pernanbuco, Bahia,
Ceara, Piaui, Paraiba, Alagoas, Sergipe e Rio Grande do Norte (BRASIL, 2001).

2.1.2 Morfologia

Os escorpibes apresentam corpo bem caracteristico subdividido em duas
regibes, o prossoma (cefalotérax) e o opistossoma (abdémen). O prossoma
compreende a cabeca e os membros ndo apresentando segmentos, onde estao
inseridos os apéndices, ja 0 opistossoma apresenta segmentos. Essas duas partes
nao estdo separadas e bem delimitadas, porém, o opistossoma (abdémen), € dividido
em uma regido anterior chamada mesossoma (pré-abdémen) de 8 segmentos e uma
regido posterior, 0 metassoma (pés-abdémen). O metassoma tem uma forma
diferente das anteriores, € comprida e rolica, com uma cauda de 5 segmentos e no
final, apresenta uma modificacdo chamada de télson ou aguilhdo (ferrdo) usado para
inocular sua peconha, onde esta alocada um par de glandulas produtoras de veneno
que desembocam em dois orificios situados de cada lado da ponta do ferrdo (BRASIL,
2009) (Figura 1).

No prossoma, 0 primeiro par de apéndices consiste de queliceras, que se
posicionam acima da boca e possuem ndo mais de trés segmentos e na maioria das
ordens, tem a forma de garras, porém pequenas. As presas sao seguradas pelas
pincas dos pedipalpos que formam o segundo par de apéndices, estruturas grandes
e poderosas que podem ser usadas para segurar e dominar suas presas e também
as fémeas durante o acasalamento. Os escorpifes sdo muito sensiveis ao tato e ao
deslocamento do ar, devido a presenca de cerdas muito longas e finas, as tricobéteas,
presentes nos pedipalpos. Em seguida, existem quatro pares de pernas (BRASIL,
2009).
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Figura 1. Desenho esquematico de um escorpido. Vista dorsal. O mesossoma e 0 metassoma
compdem o opistossoma. A cabec¢a e 0s membros comp&dem o prossoma.

/ Espinho sob o ferrdo

Carapaca (prossoma)

Tronco (mesossoma)

Cauda (metassoma) Telson

FONTE: Adaptado de Manual de Controle de Escorpides — Departamento de Vigilancia
Epidemiolégica — Brasil, Ministério da Saude, 2009.

Os olhos dos aracnideos s&o simples ocelos. E no prossoma que se localizam
um par de olhos medianos, na saliéncia cOmoro-ocular, e dois a cinco pares de olhos
laterais na borda da carapaca. Seus pequenos olhos sao primitivos e s6 funcionam
para perceber a luminosidade. Na porcdo ventral do mesossoma, se encontram o
opérculo genital e os apéndices sensoriais em forma de pentes, que permitem a
captacdo de estimulos mecéanicos e quimicos do meio por serem ricamente inervados,
além de espiraculos que sado aberturas externas dos pulmdes (CLOUDSLEY-
THOMPSON, 1968).

O escorpido Tityus stigmurus possui 6 a 7 cm de comprimento, apresenta o
corpo amarelado, sem manchas nas pernas e palpos. A presenca de um tridangulo
escuro na face dorsal anterior do cefalotérax seguida de uma faixa escura longitudinal
e mediana bem definida no mesossoma séo as caracteristicas que o diferenciam do
Tityus serrulatus, outra espécie que também conhecida como escorpido amarelo
(Figura 2). Diferentemente do T. stigmurus, o T. serrulatus apresenta a face anterior
do cefalotérax e do mesossoma todo escuro. Porém, ambos os escorpibes
apresentam uma serrilha na face dorsal do 3° e 4° segmento da cauda (BRASIL,
2009).
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Figura 2: Escorpido Tityus stigmurus.

FONTE: Adaptado de Fundagéo Nacional de Saude — Brasil, Ministério da Satde 2001.

2.1.3 Reprodugéao

Os escorpifes sao didicos e viviparos. No periodo de acasalamento, 0 macho
caminha a procura da fémea e, quando a localiza, segura-a com os palpos, a fémea
pode ser receptiva ou ndo, mas se receptiva, ele a segura e caminham bastante,
procurando um local adequado para a deposicéo e fixacdo do espermatoforo para que
ocorra a fecundacgéo e quando realizada, eles se separam (MATTHIESEN, 1966). As
fémeas apresentam um periodo de gestacao variado, em geral, dura trés meses para
0 género Tityus. Durante o parto, a fémea eleva o corpo e faz um “cesto” com as
pernas dianteiras para que os filhotes recém-nascidos subam no dorso e ali
permanecam por alguns dias até realizarem a primeira troca de pele (ecdise).
Passados mais alguns dias, abandonam o dorso da méae e passam a ter vida
independente. O periodo entre o0 nascimento e a dispersao dos filhotes varia bastante,
para Tityus bahiensis e Tityus serrulatus € de aproximadamente 14 dias (CANDIDO,
1999). Os escorpides trocam de pele periodicamente e passam por um numero
limitado de mudas até a maturidade sexual, quando entdo param de crescer (POLIS,
1990).
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Algumas espécies do género Tityus, como o T. serrulatus, possuem populacdes
formadas apenas por fémeas, cuja reproducéo se da por partenogénese (CANDIDO,
1999; MATTHIENSEN, 1971; MELLO-LEITAO, 1939). Este fendbmeno facilita sua
disperséo; por causa da adaptacéo a qualquer ambiente, uma vez transportado de um
local a outro (introducdo passiva), instala-se e prolifera-se com muita rapidez. Além
disso, a introducéo de T. serrulatus em um ambiente pode levar ao desaparecimento
de outras espécies de escorpies devido a competicdo. Porém, alguns trabalhos
consideram o T. serrulatus componente de um complexo com o T. stigmurus,
apresentando quatro formas: confluenciata, confluenciata/maculata, unifasciata e
trifaciata. Duas delas (confluenciata/maculata e trifaciata) se reproduzem
sexualmente, ou seja, nesse complexo (T. serrulatus/T. stigmurus), existiriam
populacdes sexuais e partenogenéticas (LOURENCO et al.,, 1995; LOURENCO;
CLOUDSLEY-THOMPSON, 1999) e é essa caracteristica a responsavel pelo rapido
espalhamento e multiplicacdo em areas urbanas desses escorpides, contribuindo
assim para o aumento do niumero desses animais e consequentemente o aumento do
namero de acidentes (CANDIDO, 1999).

2.1.4 Habitat e habitos

Diversos séo os habitats que os escorpifes ocupam, desde pedras, madeiras,
troncos podres, bromélias que crescem do chdo ou ainda no alto das arvores, com
algumas espécies que se enterram no solo Umido das matas, outras na areia dos
desertos até as varias espécies que habitam cavernas ou que vivem ao longo das
praias (POLIS, 1990). Esses animais encontram-se ainda escondidos junto as

habitacdes humanas e em entulhos de construcdo (GUARNIERI, 1998).

Em particular, as espécies do género Tityus apresentam alta plasticidade
ecoldgica com uma capacidade de dispersao razoavel e por isso, sdo encontradas em
ambientes perturbados ou modificados pela agcdo do homem como espécies
oportunistas ou generalistas (LOURENCO et al., 1996). A presenca e proliferacao de
escorpides em cidades tém sido vinculadas tanto a caracteristicas fisioldgicas destes
animais, assim como a caracteristicas socioecondmicas do local, como a alta

densidade demogréfica, crescimento desordenado, auséncia de saneamento basico,
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acumulo de lixo e de material de construcao, propiciando reflgio e alimentacao para
esses animais, ja que esses ambientes sdo viveiros de insetos caseiros (LIRA-DA-
SILVA et al., 2000). Porém, o comportamento adaptativo em cidades altamente
urbanizadas esta associado ao T. serrulatus e T. stigmurus (LIRA-DA-SILVA et al.,
2000; LOURENCO et al., 1996).

A alimentacéo dos escorpides € composta principalmente de insetos, aranhas
e pequenos vertebrados vivos, sendo portanto animais carnivoros. Porém em casos
que ndo ha alimento disponivel, o animal diminui o seu metabolismo, ficando sobre
jejum absoluto. No entanto ha casos em que o canibalismo foi observado em
consequéncia da competicdo pelo espaco quando estdo em cativeiro, com
alimentacdo restrita e espaco reduzido (CRUZ, 1994; GUARNIERI, 1998).

Dentre seus predadores estdo camundongos, quatis, macacos, sapos,
lagartos, corujas, seriemas, galinhas, algumas aranhas, formigas, escolopendras e 0s
préprios escorpifes. O grande inimigo, todavia, tem sido o homem, através da
utilizacdo de agrotoxicos, fogo, desmatamento e pelo crescimento urbano explosivo
(POLIS, 1990).

2.2 Peconha

Os compostos biologicamente ativos presentes na peconha dos escorpides
variam de acordo com a area habitada e o tipo de dieta consumida pelo animal
(GUARNIERI et al., 1998). Quando extraido das glandulas de veneno por estimulacao
elétrica do télson do animal ou maceracéo da glandula, a peconha é submetida ao
processo de centrifugacéo, esta origina duas frac6es: uma insolivel em agua e outra
solavel. A fragdo insolavel, que é ndo téxica, mas pode conter toxinas, é constituida
por mucoproteinas e restos de membrana. Na fragdo sollvel estdo presentes os
componentes toxicos, rico em uma mistura de peptideos de natureza basica, que
possuem baixa massa molecular (neurotoxinas) e em menor proporcao outros
compostos como aminoacidos livres, sais inorganicos, lipideos, nucleotideos,
moléculas de baixa massa molecular como serotonina e histamina, inibidores de
protease, liberadores de histamina, aminoacidos e outros componentes organicos
(WATT; SIMARD, 1984; GWEE, CHEAH; GOPALAKRISHNAKONE, 1996).
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2.3 Toxinas escorpidnicas

De forma geral, o principal constituinte da peconha de escorpides € um grupo
de moléculas resistentes ao aquecimento, estabilizadas por pontes dissulfeto, de
natureza basica e de baixa massa molecular, que sdo as neurotoxinas. A dedicacéo
de muitos pesquisadores ao estudo do mecanismo de acéo da peconha de escorpides
levou a descoberta desse grupo de toxinas responsaveis pela imobilizacdo de presas
e na defesa contra predadores (BOSMANS; TYTGAT, 2007). As neurotoxinas Sao os
componentes mais importantes da peconha de escorpides e afetam 0os mecanismos
de permeabilidade ibnica de membranas excitaveis através da interacdo especifica
com canais de Na*, K*, Ca?* e CI- (ISMAIL, 1995; POSSANI et al., 1999). Apesar das
neurotoxinas atuarem em alvos moleculares distintos, possuem um motivo estrutural
semelhante, constituido por uma ou duas a-hélices e duas a trés B-folhas estabilizadas
por cisteinas (MOUHAT et al., 2004; KOBAYASHI et al., 1991). Algumas toxinas que
agem em canais de calcio apresentam o motivo “inhibitor cystine knot” (ICK) (ZHU et
al., 2003).

Além dos peptideos que interferem na permeabilidade das membranas aos
ions, outros compostos com estrutura e funcao diferentes tém sido encontrados na
peconha de escorpibes. Elas variam de tamanho entre 13-50 aminoacidos e
compartilham baixos graus de similaridade. Essa nova classe de biomoléculas foi
denominada de Non-Dissulfide-Bridged-Peptide (NDBP) por ndo possuirem residuos
de cisteina e apresentam diversas atividades bioldgicas, como antimicrobiana,
hemolitica, imunomoduladora e potencializadores de bradicinina (LUO et al., 2005;
ZENG et al., 2005).

Alguns estudos foram desenvolvidos a fim de identificar as biomoléculas
presentes na peconha de T. stigmurus através de analise protedmica e
transcriptbmica. Batista et al. (2007) fracionou a peconha por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e as fracOes obtidas foram utilizadas para a determinacao da
massa molecular utilizando a espectrometria de massa. Quatro toxinas foram
totalmente sequenciadas, semelhantes a toxinas de canal de sodio e de canal de

potassio encontradas na peconha de T. serrulatus e, um novo peptideo rico em prolina
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de funcdo desconhecida. Também foram parcialmente sequenciadas duas enzimas:

hialuronidase e lisozima.

Através do estudo de transcriptoma realizado por Almeida et al. (2012) também
foi identificado um repertério de toxinas putativas presentes na glandula do veneno do
T. stigmurus. Toxinas de canal de potassio (KTx) e de canal de sédio (NaTx) do tipo
a e B, hipotensinas, peptideos antimicrobianos, lectinas, peptideos anidnicos,
metaloproteases e peptideos ricos em cisteina foram identificados como possiveis

moléculas que compdem a peconha desse escorpido.

2.3.1 Toxinas que agem nos canais de sédio

Os canais de soédio presentes nas células sdo considerados um dos
componentes mais importantes na fisiopatologia do envenenamento, ja que sdo 0s
alvos de uma das principais neurotoxinas presentes na peconha de escorpioes
(BOSMANS; TYTGAT, 2007). Os canais de sodio sdo proteinas que formam poros e
sao responsaveis pela excitabilidade e propagacédo de potenciais de acdo nas células
excitaveis (HILLE, 2001). Formados por duas subunidades, uma a e trés B, em
mamiferos, e uma a e uma TipE, em insetos, esses canais apresentam estrutura
tridimensional, tipologia e uma sequéncia de aminoacidos conservados na subunidade
a para ambos. Os canais Na* voltagem-dependentes (Nav) ainda apresentam
diferentes isoformas expressas em células de mamiferos (Nav 1.1 a Nav 1.9)
(CESTELLE; CATTERAL, 2000).

As toxinas escorpidnicas se ligam a sitios encontrados na subunidade a dos
canais de soédio voltagem-dependentes, apresentando cadeia longa e estrutura
secundaria altamente conservada estabilizada por 3 a 4 pontes dissulfeto, divididas
em dois grupos: a e B-Toxinas. As a-Toxinas séo peptideos formados por cerca de 60
a 70 aminoécidos que se ligam ao sitio 3, prolongando o potencial de acdo de células
excitaveis, podendo matar individuos induzindo paralisia ou arritmias (BOSMANS;
TYTGAT, 2007). Ja as B-Toxinas possuem cerca de 60 a 65 aminoacidos, com
afinidade de ligacdo ao sitio 4, alterando a dependéncia da voltagem de ativagcéao para
potenciais mais negativos, gerando assim, potenciais de acdo espontédneos e
continuos (CESTELLE; CATTERAL, 2000).
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Alvos moleculares para diversas toxinas, os canais de sédio sofrem alteracfes
significativas da sua funcéo como a liberagéo de neurotransmissores, e essa alteragéo
€ a principal responsavel pelos efeitos toxicos da peconha, e que tem despertado o
interesse de varios pesquisadores para 0 uso dessas moléculas em uma variedade
de abordagens e estudos interdisciplinares (CESTELLE; CATTERAL, 2000).

No estudo dos transcritos da glandula do veneno do T. stigmurus, foram
identificados apenas 2 clusters de codificagdo para sequéncias de a-NaTx e 3 clusters
para sequéncias de B-NaTx. Este fato pode ser associado com menor letalidade do
envenenamento em humanos por T. stigmurus quando comparado com o0s acidentes
ocasionados por T. serrulatus, visto que as NaTx s&o a classe de neurotoxinas mais
expressas na glandula desse escorpidao (ALMEIDA et al., 2012; ALVARENGA et al.,
2012).

2.3.2 Toxinas que agem nos canais de potassio

Os canais de potassio presentes nas células sdo muito importantes na
fisiopatologia do envenenamento, pois atuam em processos fisiolégicos como a
excitabilidade celular, liberacdo de neurotransmissores, secrecdo de hormonios,
regulacdo da secrecao de fluidos, ativacdo de linfécitos dentre outros. Estes canais
apresentam a maior diversidade entre os canais ibnicos e podem ser agrupados em
quatro familias: os canais dependentes de voltagem (Kv, com 12 subfamilias)
(GUTMAN et al., 2005), os ativados por calcio (Kca, com 5 subfamilias) (WEI et al.,
2005), os retificadores de influxo (Kir, com 7 subfamilias) (KUBO et al., 2005) e
aqueles com dois poros in tandem (K2P, com 16 subfamilias) (GOLDSTEIN et al.,
2005). Séo conhecidos aproximadamente 100 subtipos de canais que regulam o fluxo
do ion potassio (MILLER, 2000). Estes canais pertencem a familia dos canais
tetraméricos, constituidos de estruturas proteicas arranjadas em subunidades que,
comumente, sdo organizadas em seis segmentos transmembranicos helicoidais
(PRINGOS et al., 2011).

Os canais de potassio alvos de interacdo das toxinas escorpibnicas sao
agueles da familia KCa e Kv, mas a maioria das toxinas escorpiénicas agem sobre

agueles regulados por voltagem (Kv) (PANYI et al., 2006). A familia de canais de
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potédssio voltagem-dependente (Kv) se expressa heterologamente dependendo do
tecido e varia segundo o grupo taxonémico ao qual pertence o organismo. Formados
por mais de 40 tipos diferentes, os canais de potassio regulados por voltagem sdo
classificados em 12 subfamilias (Kv1-Kv12) estruturalmente similares. Ha relatos na
literatura que as subfamilias Kv1, Kv4 e Kv10 dos canais de potassio séo sitios de
ligacdo para toxinas escorpidnicas e que estas se ligam a porcao extracelular do poro
condutor ocluindo assim a passagem de ions (bloqueio fisico), ou pela modulacao da
parte sensivel a voltagem (MOUHAT et al., 2004).

Em geral, as toxinas escorpiénicas bloqueadoras de canais de potassio sao
compostas por 20-70 aminoacidos, apesar da maioria ndo possuir mais que 40. Essas
toxinas sdo estabilizadas por 3 a 4 pontes dissulfeto e apresentam um dominio
estrutural conservado, o “motivo ap”. Sdo agrupadas em 4 familias (q, B, y e k) de
acordo com o seu tamanho molecular, localizacédo de cisteinas e similaridade de suas
estruturas primarias (TYTGAT et al., 1999).

a-KTx é uma familia de toxinas de cadeia curta e se constitui de duas fitas-f3
unidas a uma a-hélice por 3 ou 4 ligacdes dissulfeto. Ja as B-KTxs sao constituidas
de 60-65 aminoacidos compostas de uma estrutura a-hélice e duas fitas-3, unidas por
trés ligacdes dissulfeto (RODRIGUEZ DE LA VEJA; POSSANI, 2005; TYTGAT et al.,
1999). Estas toxinas apresentam duas extremidades bem caracterizadas com
diferentes relagdes estrutura/funcdo. A regido N-terminal, que apresenta similaridade
com defensinas de insetos, é responsavel pela atividade citolitica e/ou antimicrobiana
da toxina, enquanto que a porcao C-terminal é responsavel pela atividade
bloqueadora de canais de potassio (DIEGO-GARCIA et al., 2008; ROGOWSKI et al.,
1994; LEGROS et al., 1996).

As y-KTxs sao constituidas de uma estrutura em a-hélice e duas fitas-8
(RODRIGUEZ DE LA VEJA; POSSANI, 2005), unidas por quatro ligacées dissulfeto e
distribuidas em cinco subfamilias (GURROLA et al., 1991; KOROLKOVA et al., 2001;
CORONA et al., 2002). J4 as poucas toxinas de cadeia curta da familia k-KTx foram
isoladas das pecgonhas de Heterometrus fulvies, Heterometrus soubufer e
Opisthacanthus madagascariensis e assim designadas por causa de sua nova
estrutura de “bi-hélice” (SRINIVASAN et al., 2002; NIRTHANAN et al.,, 2005).

Compbem-se de duas estruturas em a-hélice paralelas estabilizadas por duas
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ligacBes dissulfeto (NIRTHANAN et al., 2005) e sdo de natureza basica, com dois
novos membros da subfamilia k-KTx 2, meramente &cidos (CHEN et al., 2012).

Foram identificados 10 clusters de codificagao para sequéncias de a-KTX e 3
clusters para sequéncias de B-KTX através do estudo dos transcritos da glandula do
veneno do T. stigmurus e as toxinas de canal de potassio foram a terceira classe de
toxina mais expressa dentre todos os transcritos avaliados (ALMEIDA et al., 2012).
Dois clusters foram semelhantes a peptideos da peconha de T. serrulatus (PIMENTA
et al., 2003). Um deles tem uma sequéncia mais curta, com um comprimento de 62
aminoacidos, e a sua possivel sequéncia madura compartilha 91% de identidade com
TST-17, uma KTx da pegconha do T. stigmurus identificada utilizando protedmica
(BATISTA et al., 2007).

Papp et al. (2009) purificaram um bloqueador de canal de potassio do tipo a, e
por ensaios de eletrofisiologia avaliaram a atividade dessa toxina contra os canais de
potéssio do tipo voltagem-dependente Kv1.2 e Kv1.3 in vitro e a partir do transcriptoma
da glandula do veneno do T. stigmurus (ALMEIDA et al., 2012), foi caracterizado outro
bloqueador de canal de potassio do tipo B, através de modelagem por homologia,

dindmica molecular e docking com kv1.2 in silico (ALMEIDA et al., 2013).

2.3.3 Non-Dissulfide-Bridged-Peptide (NDBP)

Além dos peptideos que interferem na permeabilidade das membranas aos
ions, outros compostos com estrutura e funcdo diferentes tém sido encontrados na
peconha de escorpibes. Elas variam de tamanho entre 13-50 aminoacidos e
compartilham baixos graus de similaridade. Essa nova classe de biomoléculas foi
denominada de Non-Dissulfide-Bridged-Peptide (NDBP) por ndo possuirem residuos
de cisteina e apresentam diversas atividades biologicas, como antimicrobiana,
hemolitica, imunomoduladora e potencializadores de bradicinina (LUO et al., 2005;
ZENG et al., 2005).

A Stigmurina, caracterizada como um peptideo antimicrobiano teve a sequéncia
obtida do transcriptoma realizado por Almeida et al. (2012). Os ensaios de atividade
bioldgica foram realizados com o peptideo obtido por via sintética, o qual apresentou

acdo contra bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 29213), S. aureus meticilina
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resistente (MRSA) (ATCC 33591) (bactérias Gram positivas) e Escherichia coli (ATCC
25922) (Gram negativa), além de apresentar atividade contra os fungos Candida
albicans (ATCC 90028), C. krusei (ATCC 6258) e C. glabrata (ATCC 90030) e ser
toxico contra linhagens celulares SiHa e Vero E6 in vitro (MELO et al., 2015). Os
peptideos antimicrobianos foram a segunda classe de toxinas mais expressas com 9
clusters e 138 clones no estudo do transcriptoma da glandula do veneno do T.
stigmurus (ALMEIDA et al., 2012).

Também proveniente do transcriptoma da glandula do veneno do T. stigmurus
(ALMEIDA et al.,, 2012), foi estudada a sequéncia de um possivel peptideo
potencializador de bradicinina (PPB), também obtido por via sintética, nomeado de
TistH. Observou-se que em ratos normotensos TistH foi capaz de potencializar a acéo
hipotensora da bradicinina e induzir um efeito vasorrelaxante em anéis de artéria
mesentérica com liberagédo endotélio dependente de 6xido nitrico (NO), demonstrando
inibicdo independente da enzima convertedora de angiotensina. Além disso, o TitsH

nao apresenta efeito citotdxico em eritrocitos de cavalo (MACHADO et al., 2015).

2.4  Escorpionismo

2.4.1 Epidemiologia

Provas evolutivas mostram que a peconha de escorpides esta associada a
captura das presas e a sua digestdo, e apenas secundariamente relacionado ao
comportamento defensivo (CANDIDO, 1999). No entanto, o contato fisico entre os
seres humanos e escorpifes é fruto da modificacdo do seu ambiente natural pelo
desmatamento e pela ocupacdo do homem, causando uma quebra na cadeia
alimentar, acabando também com seus locais de abrigo. Com a escassez, esses
animais passaram a procurar alimento e abrigo em residéncias, terrenos baldios e
areas de construcédo e essa ocupacdo desordenada resulta no contato com seres
humanos e em uma picada de carater defensivo. Se a pegconha exerce um resultado
grave ou fatal, o incidente é definido como "escorpionismao”, que consiste no processo

de envenenamento causado pela picada dos escorpides (LOURENCO et al., 1995).
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Os acidentes por escorpides sao considerados de importancia médico-sanitéria
no Brasil, ndo s6 pela incidéncia, mas também pela potencialidade da peconha de
algumas espécies gue resultam em quadros clinicos graves, podendo ser fatal para o

individuo que foi picado, principalmente em criangas (BURCHERL, 1968).

Foi na regido Sudeste com Maurano (1915) e Vital Brasil (BRASIL, 1907),
seguidos mais tarde por Magalhdes (1929, 1945) e Birchel (1969) que os estudos
sobre a peconha de escorpides surgiram no pais. Os escorpiées sao 0s responsaveis
pela maior ocorréncia de acidentes com animais peconhentos no Brasil. Quase
metade das notificagbes relacionadas a acidentes com animais pegonhentos no
Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN) é devido a estes animais.
Em 2012, houve 65.008 casos de acidentes com escorpides, ou seja, 45% do total de
notificacdes no ano (BRASIL, 2013).

O problema do escorpionismo no Nordeste ainda é pouco conhecido, com
alguns registros esporadicos feitos pelas Secretarias Estaduais de Saude, sendo o T.
stigmurus o principal responsavel por esses casos na regido (BRASIL, 2001). O
primeiro caso foi reportado em Recife, onde registraram acidentes com T. stigmurus
e criancgas, culminando em um obito (EICKSTEDT, 1983). Na Bahia, foram notificados
237 casos causados pelo escorpido Tityus stigmurus no periodo de 1982 a 1995 e
tratados pelo Centro de Informacbes Antiveneno. Os acidentes ocorreram
principalmente no municipio de Salvador (89,4%), com uma distribuicio mensal
irregular dos casos e todos evoluidos para cura, sem 6bitos (LIRA-DA-SILVA et al.,
2000).

Dados do Centro de Assisténcia Toxicologica de Pernambuco mostraram que
entre 2006 e 2010 as picadas do escorpiao T. stigmurus responderam por mais de
60% dos casos registrados envolvendo animais peconhentos no estado. Segundo
dados, 28,8% das vitimas que foram picadas eram criancas e independente do tempo
decorrido para um prognostico, a maioria dos casos apresentaram sintomas leves.
Porém, trés criancas apresentaram casos moderados, que resultaram na morte por
choque cardiogénico e/ou edema pulmonar ou sintomas neurolégicos graves, sendo,
pela primeira vez, a morte atribuida a T. stigmurus, confirmado pela presenca do
escorpido. A maior incidéncia de casos foi na regido metropolitana de Recife com

aumento dos casos durante a estagao chuvosa (ALBUQUERQUE et al., 2013).
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As notificacbes do Sistema de Informagbes de Agravos de Notificagcoes
(SINAN) dos acidentes ocorridos no estado do Rio Grande do Norte no periodo de
2007 a 2011 mostraram a ocorréncia de 10.251 acidentes, sem marca de
sazonalidade. O sexo feminino e os individuos de 40 a 59 anos de idade foram os
mais acometidos. 96,48% dos acidentes foram classificados clinicamente como grau
leve. As manifestagdes locais foram observadas em 93,96% dos individuos, sendo os
pés (26,46%) e dedos das maos (24,90%) as regibes mais atacadas. A taxa de
letalidade foi de 0,058%. Os municipios da regido metropolitana da capital do estado
registraram as maiores incidéncias. O estado do RN apresentou elevado namero de
acidentes por escorpifes, sendo observado maior nimero de acidentes em municipios
mais urbanizados (BARBOSA, 2014).

2.4.2 Quadro clinico

ApOGs a picada, surgem os sinais e sintomas do envenenamento, que Sao
variados e vao desde dores locais a alteragOes sistémicas graves. De forma geral, o
quadro clinico depende da gravidade do acidente. Num estudo com 361 casos
registados com o T. stigmurus na regido metropolitana de Recife, no local da picada
0s sinais e sintomas mais comumente observados foram dor (78,1%), parestesia
(16,6%), edema (15,7%), lesdo cutanea (11,3%) e hiperemia (6%) e os principais
sinais e sintomas gerais foram vémitos (10,2%) sudorese (7,5%) e sonoléncia (6,3%)
(GUARNIERI et al.,, 1996). Ja os envenenamentos por T. stigmurus na Babhia,
caracterizaram-se por manifestacdes locais: dor (94,4%), dorméncia (30%), edema
(17,8%), eritema (17,8%) e parestesia (15,6%) e sistémicos: cefaleia (14%), vomitos
(4,4%) e sudorese (3,3%). A maioria dos envenenamentos (94%) apresentou quadro
leve e todos evoluiram para cura (com auséncia de letalidade), com o
restabelecimento dos pacientes, inclusive nos casos graves (LIRA-DA-SILVA et al.,
2000).

Albuquerque et al. (2013) relataram a morte de trés criangcas causadas por
picadas de T. stigmurus. O quadro clinico dessas trés criancas foram considerados
casos moderados que resultaram na morte por choque cardiogénico e/ou edema
pulmonar ou sintomas neurologicos graves. Pela primeira vez, a morte atribuida a T.

stigmurus foi confirmada pela presenca do escorpido e caracterizado levantamentos
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epidemiologicos e clinicos de casos pediatricos de escorpionismo registrados no
Centro de Assisténcia Toxicoldgica de Pernambuco. Os sinais e sintomas locais
observados foram: dor (71,6%), parestesia (17,2%), edema (2,3%) e eritema (2,3%) e
os sistémicos foram: vomitos (18,2%), diaforese (4,8%), dispneia (3,9%), sonoléncia
(3,5%), taquicardia (3,4%), nauseas (2,9%), hipertermia (1,9%), sialorreia (0,5%),
cefaléia (0,5%), palidez (0,4%), tonturas (0,2%), convulsao (0,2%), desmaio (0,2%),
dor abdominal (0,2%), agitacdo (0,2%), taquipnéia (0,2%), bradicardia (0,2%),
calafrios (0,1%), hipotonia (0,1%), astenia (0,1%), tremores (0,1%), vermelhidao
(0,1%) e edema (0,1%).

2.4.3 Classificagéo clinica e tratamento

Dependendo da intensidade dos sintomas apresentados pelos pacientes
picados, o0 “escorpionismo” pode ser classificado em graus de gravidade, agrupando-
0s em casos leves, moderados ou graves (CUPO et al., 2003). A gravidade depende
de fatores como a espécie e tamanho do escorpido, a quantidade de peconha
inoculada, regido da picada, a massa corporal do acidentado e a sensibilidade do
paciente a peconha. Todos esses fatores influenciam na evolugcéo do quadro, assim
como o diagnéstico precoce e o atendimento médico em curto espaco de tempo

decorrido entre a picada e a administracdo do soro (BRASIL, 2001).

O paciente classificado como leve apresenta sinais e sintomas locais, como dor
e sensacdo de queimacao, ndo ha tratamento especifico e no geral ha o combate a
dor e o paciente fica em observacdo no ambiente hospitalar por 6 a 12 horas. Nos
casos moderados as manifestacdes clinicas presentes sao 0s sinais e sintomas locais
e alguns sistémicos como agitacdo, sonoléncia, sudorese, nauseas, poucos vomitos,
hipertensdo arterial, taquicardia e taquipnéia. O tratamento especifico € 2-3 ampolas
de soro antiescorpiénico, de 5 mL com poténcia de 1 mg/mL principalmente para
criangas até 7 anos de idade e no geral ha o tratamento sintomatico, o combate a dor
e 0 paciente fica em observacgéo durante 12-24 horas. J& nos casos graves o paciente
apresenta sinais e sintomas locais e sistémicos, com vomitos profusos e frequentes,
nauseas, sialorréia, lacrimejamento, sudorese profusa, agitacdo, alteracdo de

temperatura, taquicardia, hipertensdo arterial, taquipnéia, tremores, espasmos
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musculares, paralisias até convulsdo, podendo evoluir para bradicardia, bradpnéia,
edema pulmonar agudo, colapso cardiocirculatério e culminar em coma e morte.
Nesses casos, 0 tratamento especifico é realizado com 4 — 6 ampolas de soro
antiescorpionico e no geral ha o tratamento sintomatico, o combate a dor e o paciente
deve receber internacdo hospitalar com cuidados intensivos, monitorizacdo e

manutenc¢ao das funcdes vitais (BRASIL, 2001).

2.5 Peconhae toxinas escorpidnicas agindo na inflamacéo

A inflamacéo é um processo fisiopatolégico desencadeado por varios estimulos
diferentes, como agentes quimicos, fisicos, infecciosos que induz uma resposta do
sistema imune (HERSH; BODEY, 1970). Sabe-se que essa resposta a diferentes
estimulos que induz a liberacdo de mediadores enddgenos, entre eles histamina,
serotonina, bradicinina, metabdlitos do &cido araquiddnico, neuropeptidios, éxido
nitrico, espécies reativas de oxigénio, citocinas, dentre outros (CASTELLHEIM et al.,
2009). Esses mediadores sao responsaveis pelos sinais cardinais da inflamacao (dor,
calor, rubor, edema e perda de fungéo) e estdo envolvidos na ativacdo de células

leucocitarias para o local da injaria.

As vias e 0s mecanismos pelo qual a peconha de escorpides modulam o
sistema imunoldgico ainda ndo estao claros, porém peconha de animais contém
diferentes toxinas capazes de modular o sistema imunoldgico, podendo levar a
desordens inflamatorias. Ha fortes indicios de que processos inflamatérios, locais e
sistémicos, sdo ocasionados pelos venenos dos escorpibes do género Tityus
(PEREIRA, 2007). Os sinais que podem ser encontrados em vitimas de acidentes com
escorpides sao halo eritematoso e edema local, além de dor (HOREN, 1972; WILSON,
1987). Estes sinais indicam que os venenos de escorpides podem induzir reacdes
inflamatorias locais. Ja& em niveis sistémicos 0 escorpionismo é caracterizado pela
presenca de niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias, como as interleucinas
(IL) IL-1a, IL-1B, IL-6 (MAGALHAES et al., 1999), TNF-a (AMARAL et al., 1994), IFN-
y (interferon gama) e GM-CSF (fator estimulador de colbnias de granuldcitos e
macréfagos) (MAGALHAES et al., 1999).
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Uma possivel e importante acdo dessas citocinas recai sobre o sistema
hematopoiético, podendo estimular a producdo de leucdcitos e sua mobilizacdo do
sangue para um tecido inflamado. Esse processo, conhecido como migracdo, €
composto de etapas nas quais os leucoécitos margeiam o endotélio, passando por
momentos de rolagem e aderéncia, para posteriormente migrar para o tecido
(LAWRENCE; SPRINGER, 1991; MAYADAS et al., 1993). Essas etapas sao
comandadas por uma série de moléculas de adesédo, que sdo expressas tanto no
endotélio quanto no leucdcito e sdo fundamentais para o desenvolvimento da resposta

inflamatoéria.

A maioria dos dados clinicos e experimentais sobre 0 escorpionismo em nosso
pais referem-se a estudos com o Tityus serrulatus, porém outra espécie de nossa
fauna, o Tityus stigmurus, também é causadora de acidentes, no entanto, ha caréncia
na literatura de estudos que relatem sobre o envenenamento induzido por esse
animal. Como pertencem ao mesmo género, os venenos de ambos contem
principalmente toxinas que atuam sobre canais idnicos, que respondem por grande

parte dos sintomas associados ao escorpionismo.

Estudos utilizando a peconha bruta de Tityus serrulatus revelaram que o
mesmo pode induzir uma resposta inflamatéria aguda quando inoculado na cavidade
peritoneal de ratos, através de mecanismos mediados por citocinas inflamatoérias, tais
como IL-6, IL-1a e TNF- a (PESSINE et al., 2003). Fialho et al. (2011) demonstrou que
0 veneno era capaz de induzir o recrutamento de células do sistema imune tanto para
orgaos linféides, baco e linfonodos, como para o sangue e reforcou que apés a
administracdo ocorre aumento de citocinas séricas inflamatorias, indicando que o
veneno é capaz de induzir uma resposta inflamatéria imediata. Um dos principais
problemas do envenenamento pelo T. serrulatus sdo as alteracbes que ocorrem em
nivel pulmonar, que séo caracterizadas pelo infiltrado de células mono e polinucleares
no pulméo (PERES et al.,, 2009). Geralmente essas células migram do sangue
periférico para o tecido, motivo pelo qual o veneno causa neutrofilia no sangue e
diminuicdo dessa populacdo celular na medula 6ssea (BORGES et al.,, 2000;
COELHO et al., 2007). Peres et al. (2009) mostrou que o veneno também é capaz de
alterar a mecanica e a pressao pulmonar, devido a presengca de enzimas

gelatinoliticas e metaloproteases, agentes envolvidos no processo inflamatorio.
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Outro estudo utilizando o veneno do Tityus discrepans demonstrou os efeitos
inflamatdrios causado pelo envenenamento em carneiros, com elevagédo de citocinas
inflamatorias (IL-6 e TNF-a) e infiltrado leucocitario em varios 6érgaos (pancreas,
pulmdes, intestino e figado), além de efeitos neurotéxicos (D’SUZE et al., 2003). Pinto
et al. (2009) mostrou o efeito inflamatorio causado pelo veneno do Tityus fasciolatus
através de andlises histoldgicas em ratos, onde foi encontrado formacdo de halos
hemorragicos e infiltrado leucocitario tanto no pulmao como no coracao, porém nao

Nno sangue.

Apesar de varios estudos demonstrarem o efeito inflamatério do
envenenamento em varias espécies do género Tityus, até 0 momento ndo existem
estudos exibindo o efeito inflamatério do envenenamento por Tityus stigmurus, o que

torna esse trabalho inédito.



OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos inflamatérios e fisiopatolégicos induzidos pelo

envenenamento do escorpido Tityus stigmurus em modelos experimentais in vivo.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos sistémicos do envenenamento por administracéo da peconha
do escorpidao T. stigmurus pela via intraperitoneal em camundongos, em
diferentes intervalos de tempo;

e Coletar 6rgaos (pulmao, rim, baco, coracdo e figado) para determinacdo do
peso relativo;

e Avaliar as alteracdes bioquimicas séricas causadas pelo envenenamento;

e Dosagem de citocinas (TNF-a e IL-10) no soro;

e Observar os efeitos locais do envenenamento através do modelo de peritonite
e detectar a presenca de células inflamatérias na cavidade peritoneal através
de contagem global e diferencial de leucécitos, dosagem de mieloperoxidase,
além da dosagem de nitrito, proteinas totais e citocinas (TNF-a e IL-10) em
diferentes intervalos de tempo;

e Observar os efeitos locais do envenenamento através do modelo de edema de

pata em diferentes intervalos de tempo.



MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Peconha

Os escorpides Tityus stigmurus foram coletados na cidade de Natal e mantidos
em cativeiro na Universidade Federal do Rio Grande do Norte, mediante a autorizacao
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (protocolo n°® 34113-1 ICMBIo/Sisbio). A peconha
bruta dos animais foi obtida por estimulacdo elétrica dos télsons, diluidos em PBS
estéril, centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante, contendo a
fracdo soluvel foi estocado a -20 °C até o uso. A concentracdo da peconha foi expressa
em termos de proteinas (ug/mL), dosadas pelo método do &cido bicinconinico (BCA),
utilizando-se albumina bovina sérica como padréao, conforme descricdo do fabricante
(PIERCE, EUA).

4.2 Animais de experimentacao

O estudo foi realizado com camundongos (Mus musculus) BALB/c, machos e
fémeas, com 6 a 8 semanas de idade provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias
da Saude da UFRN. Todos os animais receberam agua e racdo comercial ad libitum
em condi¢cdes ambientais controladas de temperatura (22 £ 2 °C) e ciclo claro e escuro
de 12 horas. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte com o nimero de protocolo 028/2014
e realizado de acordo com as diretrizes brasileiras do Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONSEA). Grupos com cinco animais (n=5) foram utilizados

para cada grupo.

4.3 Determinacado da dose letal mediana (DLso)

A toxicidade da peconha de T. stigmurus foi avaliada de acordo com Finney
(1971) por meio da determinacdo da dose letal mediana (DLso) em camundongos,
definida como aquela capaz de causar a morte de 50% dos animais de

experimentacéo em 48 h, quando administrado intraperitonealmente.
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Para a determinacgéo da DLso, foram testadas as doses 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5
e 20 ug por 20 g de animal injetadas por via intraperitoneal em 200 uL de PBS estéril.
Um grupo que recebeu o mesmo volume contendo PBS estéril foi utilizado como
controle. Os grupos que possuiam n amostral igual a 6. A taxa de sobrevivéncia dos
animais foi observada até 48 horas da administracdo da peconha e do PBS. Ao final
do experimento, 0s animais sobreviventes foram anestesiados com cetamina/xilazina
(80/10 mg/kg), por via intraperitoneal e foi realizado deslocamento cervical para

eutanasia.

4.4  Avaliacdo dos efeitos sistémicos induzidos pelo envenenamento com o

escorpiao Tityus stigmurus

4.4.1 Inducado do envenenamento

A fim de avaliar os efeitos sistémicos do envenenamento induzido pelo
escorpido T. stigmurus, e estabelecer uma dose para avaliar a cinética do
envenenamento, os animais receberam intraperitonealmente 125, 250 ou 375 pg/kg
da peconha em 200 puL de PBS estéril. Um grupo em que 0s animais receberam igual
volume de tampao salina-fosfato (PBS) estéril foi utilizado como controle. ApGs 6
horas, os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina (80/10 mg/kg), por via
intraperitoneal (i.p), para a coleta do sangue, a fim de obter o soro para avaliagao dos

parametros bioquimicos séricos.

Escolhida a melhor dose capaz de alterar significativamente os parametros
bioguimicos, sem ocasionar 6bitos, o experimento foi repetido utilizando-se a dose
fixa escolhida (375 pg/kg), avaliando-se diferentes intervalos de tempo (6 e 24 h), para
assim determinar a cinética de tempo do envenenamento. Para isso, foram coletados
0 sangue para avaliacdo do perfil bioquimico sérico, além da coleta dos 6rgéos e
pesagem dos mesmos para determinagao do peso relativo e dosagem de marcadores

inflamatorios.
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4.4.2 Avaliacao do perfil bioquimico sérico

O sangue dos animais foi coletado pelo plexo retro-orbital. O soro foi obtido
através de incubacéao por 30 min a 37 °C do sangue total com posterior centrifugacéo
por 5 min a 1500 rpm a 4 °C. As dosagens bioquimicas dos animais de
experimentacao foram realizadas no analisador automatico Labmax Plenno (Labtest
Diagnostica®). Foram determinados os niveis de glicose, triglicerideos, colesterol
total, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina,
acido urico, amilase sérica, creatina quinase (CK) e sua isoenzima MB (CK-MB)
utilizando os kits comerciais da Labtest Diagndstica®.

4.4.3 Determinacao do peso relativo dos 6rgaos

ApOs anestesia, 0s animais de experimentacdo foram, pesados em balanca
analitica e a retirada dos 6rgaos através de procedimento cirdrgico foi realizada. Em
seguida os orgdos foram lavados 5 vezes com PBS e pesados. O peso relativo foi
determinado através da divisdo do peso do 6rgdo com o peso do corpo e multiplicado
por 100.

4.4.4 Dosagem de citocinas

A determinacdo da concentragéo das citocinas TNF-a e IL-10 foi realizada com
0 soro dos animais de experimentacdo utilizando kits comerciais da eBiosciense de
acordo com as recomendagbes do fabricante. Inicialmente, as placas foram
sensibilizadas com 100 pL do anticorpo de captura respectivo de cada citocina e
incubadas overnight a 4 °C. Apés o periodo de incubacéo, as placas sensibilizadas
foram lavadas 3 vezes com a solucao de lavagem (PBS 1x, Tween 0,05%), o0 excesso
removido com papel absorvente e em seguida foi adicionado 250 pL da solucdo de
bloqueio em cada poco e incubada a temperatura ambiente por 1 hora. O processo
de lavagem foi repetido e foi adicionado 100 pL por poco da curva padréo de cada

citocina e as amostras analisadas e incubadas a temperatura ambiente por 2 horas.
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O processo de lavagem foi repetido e apoés foi adicionado 100 pL por poco de Avidin-
HRP e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos, a lavagem foi repetida e
adicionado 100 pL da solugdo de TMB, incubado por 15 minutos a temperatura
ambiente, os poc¢os foram novamente lavados e em seguida foi adicionado 50 pL da
solugcédo de parada em cada poco. Por fim, as absorbancias foram mensuradas em
leitora de microplacas (BioTek®) a 450 e 570 nm.

4.5 Avaliagdo dos efeitos locais induzidos pelo envenenamento com o

escorpido Tityus stigmurus

4.5.1 Avaliacdo da atividade indutora de peritonite

45.1.1 Indugéo do envenenamento

A fim de avaliar os efeitos locais do envenenamento induzido pelo escorpido T.
stigmurus em modelo animal, e estabelecer uma dose para avaliar a cinética do
envenenamento, 0s animais receberam intraperitonealmente 125, 250 e 375 pg/kg de
veneno em 200 pL. Outro grupo de animais recebeu igual volume de tampéao salina-
fosfato (PBS) estéril. Apdos 6 horas, os animais foram anestesiados com
cetamina/xilazina (80/10 mg/kg), por via intraperitoneal (i.p) para a coleta do lavado

peritoneal.

Escolhida a melhor dose capaz de alterar significativamente a migracdo de
células para o peritbnio, sem ocasionar 6bitos, o experimento foi repetido utilizando-
se a dose fixa escolhida (375 pg/kg), avaliando-se diferentes intervalos de tempo (6 e

24 h), para assim determinar a cinética de tempo do envenenamento.

45.1.2 Avaliacdo da migragéo de leucdcitos para a cavidade peritoneal

Os exsudados peritoneais foram coletados através da lavagem da cavidade
peritoneal com 3 mL de PBS gelado estéril. O lavado obtido foi utilizado para contagem
global e diferencial de leucocitos, determinagdo da atividade de mieloperoxidase

(MPO), dosagem de nitrito e proteinas totais.
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45.1.3 Contagem global e diferencial de leucécitos

O lavado peritoneal foi diluido em solucédo de Tirk (1,5% de acido acético e
0,01% de violeta de genciana), na propor¢ao 1:10, para a contagem global em camara

de Neubauer.

Para realizacdo da contagem diferencial, uma aliquota do lavado peritoneal foi
centrifugado durante 5 min a 1500 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido e ao botéo
de células foi adicionado 500 pL de PBS gelado. As laminas foram previamente
desengorduradas e utilizando citocentrifuga (5 min a 500 rpm) foram obtidos os
centrifugados, que foram corados com o pandético rapido da Labtest®. A contagem
das células foi realizada em microscopio 6ptico utilizada a objetiva de imersédo de
maior aumento (100x). Foram contadas 500 células diferenciando-se os tipos

celulares, mono e polimorfonucleares.

45.1.4 Quantificacéo da atividade de mieloperoxidase (MPO)

A quantificacdo da enzima MPO foi realizada como marcador bioquimico
indireto da migracéo de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal conforme descrito na
literatura com algumas modificacdes (BRADLEY et al., 1982). Uma aliquota de 100
uL do lavado peritoneal coletado dos animais foi misturado com 100 pL tampdo HTAB
(Brometo de hexadeciltrimetilaménio) 0,5 % em tampao fosfato de potassio 50 mM pH
6,0 e agitados em vortex por 30 segundos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 5 min a 4° C e o sobrenadante misturado com 200 uL de
tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 6,0 contendo 0,0005 % de perdxido de
hidrogénio e 0,167 mg/mL de o-dianisidina. A mensuragéo da atividade foi realizada a
460 nm, em leitura cinética de 1 em 1 min, até 5 min, em leitora de microplacas
(BioTek®). Uma unidade de MPO foi definida como o equivalente ao consumo de 1
pumol de perdxido de hidrogénio por minuto, sendo que 1 umol de perdxido de
hidrogénio fornece uma mudanca de absorbancia de 1,13 x 10-? (DO/min) (POSADAS
et al., 2004). Os resultados encontrados foram expressos em U/mL de lavado.
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4515 Dosagem de nitrito

Uma aliquota do lavado peritoneal foi centrifugado a 1500 rpm por 5 min a 4
°C. A concentracdo de nitrito foi determinada a partir do sobrenadante obtido dessa
centrifugacéo, através da reacao de Griess, utilizando uma solucéo de nitrito de sodio
como padrdao. Em uma microplaca foram pipetados 50 pL das amostras em triplicata,
adicionado 50 pL de sulfanilamida e incubado por 5 min a temperatura ambiente e
protegido da luz. Em seguida, também ao abrigo de luz, foi adicionado 50 pL solucéo
de NEED (dihidrocloridrato de N-1-naftiletiienodiamina 0,1%) e a absorbéncia foi
mensurada a 540 nm em leitora de microplaca (BioTek®). A concentragdo de nitrito
foi expressa em uM (ALBANO et al., 2013).

45.1.6 Dosagem de proteinas

O Método de Bradford (microensaio) foi usado para a quantificacdo de
proteinas a partir do sobrenadante do mesmo lavado do item descrito anterior
(4.5.2.3). Albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada como padréo e a absorbancia
foi mensurada em leitora de microplaca (BioTek®) a 595 nm (BRADFORD et al.,
1976).

45.1.7 Dosagem de citocinas

A determinacédo da concentracdo de citocinas (TNF-a e IL-10) foi realizada com
0 sobrenadante do mesmo lavado do item descrito anterior (4.5.2.3) utilizando kits
comerciais da eBiosciense de acordo com as recomendacdes do fabricante ja descrito
no item 4.4.4.
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4.5.2 Avaliacédo da atividade edematogénica

A atividade edematogénica da peconha do escorpido T. stigmurus foi avaliada
utilizando o modelo in vivo de edema da pata como descrito na literatura com algumas
modificacdes (NASCIMENTO et al., 2005). Grupos de cinco animais foram tratados
com PBS ou diferentes doses do veneno (2,5; 5,0 e 7,5 pg/pata) por via intraplantar
na pata posterior direita. A espessura das patas posteriores direita dos animais de
experimentacao foram medidas antes da injecdo do veneno (valor basal) e nos tempos
15, 30, 60, 90, 120 e 240 minutos apds a injecdo com o auxilio de um paguimetro
digital (Digimess, S&o Paulo, SP, Brasil). O edema foi expresso como a porcentagem
da diferenca entre a espessura da pata antes (valores basais) e ap0s a injecdo da

peconha e PBS.

4.6 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo médio. Para
significancia estatistica, a andlise de variancia (Anova) de uma ou duas vias, ou teste
t, dependendo do caso, foram utilizados, realizados no programa GraphPad Prism ®.

p< 0,05 foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao da dose letal mediana (DLso)

A determinacdo da DLso da peconha de T. stigmurus revelou que a dose 7,5
Kg/20 g de animal (0,375 mg/Kg) néo apresentou letalidade e a partir da dose 20 pg/20
g de animal (1 mg/Kg) observou-se 100% de letalidade dos animais testados. A DLso
(limite de confianca de 95%) calculadas pela analise de Probit para a peconha do T.
stigmurus foi 10 pg/20 g de animal (0,5 mg/Kg). A DLso desta espécie foi anteriormente
determinada por Nishikawa et al. (1994), correspondendo a 17 pg/22 g de animal
(0,773 mg/Kg) via i.p.

5.2 Avaliagao dos efeitos sistémicos induzidos pelo envenenamento com o

escorpiao Tityus stigmurus

5.2.1 Avaliacéo do perfil bioquimico sérico

O envenenamento com T. stigmurus foi avaliado in vivo através de injecédo do
veneno por via intraperitoneal. Os camundongos dos grupos inoculados com o veneno
apresentaram piloerecdo, comportamento nociceptivo (demonstracdo de incémodo
apos o toque e busca constante por uma posi¢cdo mais comoda), salivacao, dispnéia,
hiperatividade seguida de hipoatividade e defecacéo excessiva. Nenhum animal veio
a 6bito ou sofreu sangramento durante os experimentos. Apds seis horas da aplicacao
do PBS e das doses de veneno (125, 250 e 375 pg/kg), os animais foram anestesiados
e 0 sangue foi coletado para a obtencdo do soro e a realizacdo de dosagens
bioquimicas a fim de determinar uma dose para ser estudada a cinética do

envenenamento.

Os parametros bioquimicos foram analisados (Tabela 1). Acido Urico,
creatinina, CK, CK-MB, AST e ALT foram as variaveis analisadas que apresentaram
diferenca significativa quando comparadas com o grupo PBS e entre as diferentes

doses de TstV testadas.
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Tabela 1: Dados bioquimicos apds 6 h da administracédo de PBS e TstV em camundongos BALB/c. Foi
injetado via i.p. PBS e as doses 125, 250 e 375 ug/kg TstV. Apds 6 horas foi realizada a coleta do
sangue e processamento para obtengdo do soro. N=5, ***p < 0,05 quando comparado com 0 grupo
PBS, ### quando o grupo que recebeu 375 pg/kg TstV é comparado com o grupo que recebeu 125
pg/kg TstV e +++ comparado com o grupo 250 ug/kg TstV. Os resultados foram expressos em média
+/- erro padréo Os valores sem marcacdo apresentaram p > 0,05. Andlise estatistica pelo teste de
Tukey.

Controle TstV
Variavel PBS 125ug/kg 250ug/kg 375ug/kg
AST (U/L) 163,7 £ 23,6 272,4 + 51,67 272,4 +51,68* 442,4 + 148,6
ALT (U/L) 54,2 +13,2 72,3 +11,9% 61,2 +12,2* 129 + 35,2**
CK (U/L) 651 + 141 1459,6 + 116,3** 1791,8 + 388,6** 2193,7+352,7***
CK-MB (U/L) 292,8+41,9 368,8 + 12,5% 450,6 + 57,4 573,1 £ 15,5*
Amilase (U/L) 77,6 £52,4 388,6 + 89,6 5425+ 69,5 835,5 +380,5
Acido urico 1,2+0,1 1,3+0,2% 1,4 £0,24* 2,3+0,22*
(mg/dL)
Creatinina 0,2+0,01 0,2 £ 0,02# 0,2+0,01 0,3 +£0,02*
(mg/dL)
Glicose 104 £ 22,5 119,2 £ 20,9 141 +6,8 117,6 £ 13,6
(mg/dL)
Triglicerideos 58,3+ 10,2 102,2 + 23,4 90,6 + 19,9 80,5+25
(mg/dL)
Colesterol total 95,3+ 13,7 1158 +7,3 112,22+ 11,4 97,5145
(mg/dL)

FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).

Os resultados obtidos foram determinantes para escolha da dose para o estudo
da cinética do envenenamento causado pela peconha do T. stigmurus em animais de
experimentacdo. Os parametros bioquimicos que apresentaram diferenca significativa
foram usados para a escolha da dose a ser utilizada no estudo de cinética. Portanto,
a dose 375 ug/kg TstV foi selecionada para ser avaliada nos tempos de 6 e 24 h
(Tabela 2).
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Tabela 2: Dados bioquimicos apés 6 e 24 h da administracdo de PBS e TstV em camundongos BALB/c.
Foi injetado via i.p. PBS e a dose de 375 ug/Kg TstV. Apos 6 e 24 horas foi realizado a coleta do sangue
e processamento para obtengéo do soro. N=5, ***p < 0,05 quando comparado com o grupo PBS. Os
resultados foram expressos em média +/- erro padrdo. Os valores sem marca¢ao nao apresentaram p
> 0,05. Andlise estatistica pelo teste de Tukey.

Tempo 6 horas 24 horas

Variavel PBS 375 pg/kg TstV PBS 375 ug/kg
TstV

AST (U/L) 160 = 28 279,6 £ 68,8* 201,6 £44,5 228,1 £ 46,8

ALT (U/L) 60,3x9,1 106,5 + 13,6** 40,2+7,0 51,8+45

CK (U/L) 876,8 £ 208,9 1179,8 £ 108,7**  1333,6 £ 342,2 1340,6 + 322

CK-MB (U/L) 288,2 £ 74,7 393,5 £ 62,9* 433,4 £ 97,5 472,9 £ 86,3

Amilase (U/L) 364 + 20 674 + 74,4** 415,1 £ 82,2 434 £ 21

Acido urico 0,704 £ 0,08 0,636 £ 0,1 1,268+ 0,1 1,15+ 0,1

(mg/dL)

Creatinina 0,2 £ 0,003 0,3 £0,0192* 0,29 + 0,05 0.29 + 0,026

(mg/dL)

Glicose 126,3 + 3,7 114,5 + 3,75* 121,83+ 14,8 124,66 + 15,22

(mg/dL)

Triglicerideos 93,6 = 19,7 78,2+ 9,7 146,6 + 33 130,8 £ 19,1

(mg/dL)

Colesterol total 86,6 +4,4 90,75 £ 5,6 110,5+ 20,5 103,5+6,3

(mg/dL)

FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).

O metabolismo oxidativo da glicose fornece grande parte da energia utilizada
pelo organismo, que é regulada por muitos hormdénios (insulina, somatostatina e
glucagon liberados pelas células pancreaticas; epinefrina e cortisol liberados pela
adrenal; horménio do crescimento e 0 adrenocorticotrofico liberados pela hipofise e a
tiroxina liberada pela tiredide) que participam na manutencdo adequada dos niveis
sanguineos da glicose em condi¢cfes estaveis ou em estresse. Assim a quantificacéo
da glicose sanguinea é frequentemente realizada para monitorar 0 sucesso desses

mecanismos reguladores. Um desvio pronunciado, seja para niveis muito elevados ou



55

muito baixos, é indicativo de homeostasia ineficiente (BURTIS; ASHWOOD; TIETZ,
2001). Os resultados revelaram que os niveis de glicose apds 6 h apresentaram-se
diminuidos quando comparados com o grupo tratado com PBS, diferentemente da
hiperglicemia observada depois do envenenamento por T. serrulatus, que pode ser
causada por uma liberacdo macica de catecolaminas pela adrenal, observada em
seres humanos (CUPO et al., 1994) e animais experimentais (CORREA et al., 1997;
VASCONCELOS et al., 2004). Além disso, a liberagcéo de catecolaminas e substancias
vasoativas induz edema cerebral e pulmonar que sédo importantes causas de morte
em envenenamento causado por escorpido (AMARAL et al., 1993; TEIXEIRA et al.,
1997; VASCONCELOS et al.,, 2005; ANDRADE et al., 2007), resultados nao

observados para o TstV em 6 e 24 h.

Os dados revelaram que AST mostrou-se alterada apenas em 6 h (com
significancia estatistica) e ndo em 24 h, quando comparados com o0s valores basais
do grupo PBS (Tabela 2), assim como o ALT. AST e ALT séo duas aminotransferases
(ou transaminases) que catalisam a transferéncia reversivel de um grupo amina entre
um aminoacido e um a-cetoacido. Ambas sdo mais frequentemente determinadas e
estdo amplamente distribuidas no organismo, mas sdo particularmente abundantes
no figado, devido ter um papel fundamental na sintese proteica e no redirecionamento
dos aminoacidos para outras vias. Porém, essas enzimas ndo sao encontradas
apenas no figado, pois rins, coracdo e musculo esquelético apresentam quantidades
moderadas de ALT, enquanto miocardio, musculo esquelético e eritrécitos
apresentam quantidades moderadas de AST. Essas enzimas sdo excelentes
indicadores do dano hepatico, quando ambas encontram-se elevadas. A leséo
hepética aguda, pode resultar em aumento da AST e ALT (BURTIS; ASHWOOD;
TIETZ, 2001; WALLACH, 2009). Ribeiro (2008), estudando o envenenamento por T.
serrulatus em cédes adultos observou aumento significativo da AST até 6h apds
inoculacdo do veneno, mesmo periodo em que houve aumento da enzima ALT,
também presente em hepatdcitos. Portanto, ao se correlacionar a analise de ambas é
possivel associa-las a lesdo hepética reversivel, ja que em 24 h as enzimas

retornaram aos niveis basais.

A creatinina € derivada da creatina, que é sintetizada no figado e é a principal
fonte de alta energia para o metabolismo muscular. A creatina, perde uma molécula

de &gua e forma a creatinina, que é excretada pelos rins. Assim, a creatinina sérica
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pode ser usada para diagnosticar comprometimento da funcao renal (WALLACH,
2009). A creatinina quando comparada com os valores basais do grupo PBS mostrou-
se aumentada apenas em 6 h, indicando uma possivel disfuncdo renal transitoria. A
alta quantidade de AST presente no soro dos animais envenenados pode revelar a
origem e intensidade da lesdo em algum tecido ou 6rgédo exceto o figado, como os
rins, (CORREA et al., 1997; PESSINI et al., 2001), visto que os niveis de creatinina
também estdo aumentados. Esta hipdtese pode ser fortalecida com a analise
histopatoldgica dos 6rgaos dos animais de experimentacéo que receberam veneno de
T. stigmurus, visto que a analise do peso relativo dos 6rgdos nao apresentou diferenca
significativa quando comparados com o grupo PBS em 6 (Grafico 1) e 24 h (Gréfico
2). Alteracdes histopatoldgicas graves no figado e nos rins dos animais que receberam
o veneno de Androctonus australis hector foram observadas e caracterizadas por
edema associado com hemorragia, necrose, e infiltracdo de células inflamatérias,
mudancas essas concomitante com uma elevacéo acentuada na atividade metabdlica
enzimatica de AST, ureia e acido urico (LAMRAOUI; ADI-BESSALEM; LARABA-
DJEBARI, 2015).

Assim como os valores de AST, ALT e creatinina, CK e CK-MB apresentaram-
se aumentados quando comparado com os valores basais do grupo que apenas
recebeu PBS em 6h com significAncia estatistica. A CK € uma enzima que catalisa a
interconversao do trifosfato de adenosina e do fosfato de creatina, controlando o fluxo
de energia dentro das células, principalmente no muasculo. CK é uma molécula
dimérica que consiste de um par de dois mondmeros diferentes denominados M e B,
originando trés isoenzimas: CK1 (BB), CK2 (MB), CK3 (MM), assim cérebro e masculo
liso (BB), musculo cardiaco (MB e MM) e musculo esquelético (MM e cerca de 1% de
MB), sdo as principais fontes teciduais de CK. A CK ¢ liberada na circulagédo frente a
qualquer isquemia, lesdo ou inflamagao muscular e o aparecimento de CK-MB no soro
sugere liberacdo pelo miocéardio, particularmente nos contextos clinicos da dor
toraxica e alteracdes no eletrocardiograma (BURTIS; ASHWOOD; TIETZ, 2001,
WALLACH, 2009).

Correa et al. (1997) encontraram valores elevados de CK em ratos apos
receberem veneno de T. serrulatus e a Tityustoxina-l isolada. Cordeiro et al. (2006)
obtiveram dosagens séricas de CK-MB aumentadas em cdes 6 h apos o

envenenamento por T. serrulatus e também encontraram elevagdo de CK-MB em
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duas das cinco criancas admitidas no centro de terapia intensiva do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, vitimas de acidente escorpibnico,
sendo que uma delas apresentou também aumento significativo de CK e alteracdes
eletrocardiograficas compativeis com infarto agudo do miocardio (AMARAL et al.,
1991).

Os resultados observados sdo sugestivos de lesdo no miocardio pelo TstV.
Estudos mostram que as alteracdes cardiacas resultam da intensa liberacdo de
catecolaminas por acdo do veneno de T. serrulatus em canais ibnicos neuronais e
glandula adrenal (FREIRE-MAIA; FERREIRA, 1961; HENRIQUES et al., 1968) e que
acarretam lesdes por induzirem aumento do consumo de oxigénio pelos midcitos.
Com isso, podem ocorrer hipéxia e degeneracdes focais. Além disso, Fatani et al.
(1998) investigaram a participagdo de cininas no envenenamento de coelhos por
Leiurus quinquestriatus e encontraram alta correlacdo entre a sua concentracao
plasmatica e alteracdes cardiovasculares. Porém, a confirmacéo de lesdo cardiaca se

dard com a andlise histopatologica dos coracdes dos animais que receberam TstV.

Os niveis de amilase no soro dos animais tratados com TstV também se
apresentaram aumentados significativamente em 6 h quando comparado aos valores
basais dos animais que receberam PBS. A amilase é uma enzima digestiva que
normalmente atua no espago extracelular clivando amido em monossacarideos,
sendo as glandulas salivares e 0 pancreas as principais fontes organicas de amilase.
Assim, a inflamacédo do pancreas induz a liberacdo de amilase e de outras enzimas
secretadas por ele e a pesar do aumento da amilase sérica ser quase sempre de
origem pancredtica, existem outras fontes clinicamente significativas, como a
inflamacgéo das glandulas salivares e a incapacidade de pacientes com danos renais
eliminarem a amilase liberada na circulacdo (BROBST, 1997; KRAMER; HOFFMANN,

1997; WALLACH, 2009).

Nos acidentes escorpidonicos humanos existem relatos de pancreatite
(SANKARAN et al.,, 1983; BUCARETCHI et al.,, 1995; FLETCHER; FLETCHER,;
FAINTER, 1996; CUPO et al.,, 2003; MELO et al., 2004). Novaes et al. (1982)
demonstraram significativo aumento na secrecdo de amilase e alteragcdo na
composi¢ao do suco pancreatico em ratos anestesiados apoés injecao da peconha de
T. serrulatus. O mesmo autor relatou, em 2002, alteracdes histopatologicas

compativeis com o diagnostico de pancreatite. A confirmagédo da lesdo pancreatica
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sera dada com o resultado da andlise histopatoldgica dos 6rgdos dos animais de
experimentagao.

5.2.2 Determinacédo do peso relativo dos 6rgéos

Além da avaliagdo de parametros bioquimicos, foi realizada a coleta de 6rgaos
e estes mesmos oOrgaos foram pesados antes de serem separados para a analise
histopatoldgica e calculado o peso relativo para cada um dos animais tratados com
PBS e TstV. Porém, ndo foram observadas diferencas significativas do peso relativo

dos 6rgdos entre 0s grupos analisados nos tempos 6 (Gréfico 1) e 24 h (Gréfico 2).

Gréfico 1: Peso relativo dos érgdos apds 6 h da administracdo de PBS e TstV em camundongos
BALB/c. Foi injetado via i.p. PBS e 375 ug/kg TstV.

6.0

s EE PBS

B 375 pg/Kg TstV

Peso relativo dos 6rgéaos (%)

ApOs 6 horas foi realizada a coleta e pesagem dos 6rgaos. N=5. As barras sem marcacao apresentaram
p > 0,05 quando comparados com o grupo PBS pelo teste de Tukey.
FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).
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Gréfico 2: Peso relativo dos érgdos apds 24 h da administragdo de PBS e TstV em camundongos
BALB/c. Foi injetado via i.p. PBS e 375 ug/kg TstV.
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ApOs 24 horas foi realizada a coleta e pesagem dos 6rgaos. N=5. As barras sem marcagéo
apresentaram p > 0,05 quando comparados com o grupo PBS pelo teste de Tukey.
FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).

A analise dos orgéos foi realizada na tentativa de detectar alteracées no peso
relativo dos mesmos, visto que o edema € uma caracteristica marcante do
escorpionismo, e o mais estudado é aquele que ocorre nos pulmdes por ser um
achado importante nas vitimas fatais. A génese do edema pulmonar ainda é motivo
de controvérsia, podendo ser considerada cardiogénica ou inflamatdria. Os trabalhos
desenvolvidos por alguns poucos grupos brasileiros avaliando a origem inflamatdria
do edema pulmonar foram realizados com o veneno do T. serrulatus (DE MATOS et
al., 2001; FREIRE-MAIA; PINTO; FRANCO, 1993; FREIRE-MAIA; CAMPOS;
AMARAL, 1994; DE MATOS et al., 1997; AMARAL et al., 1994).

5.2.3 Dosagem de citocinas

A anadlise das citocinas no soro dos animais que receberam PBS e TstV
também foi realizada e observou-se que a peconha de T. stigmurus nao foi capaz de
induzir um aumento de TNF-a nos tempos 6 e 24 h (grafico 3). TNF-a é uma das

citocinas liberadas durante a resposta inflamatéria aguda tanto em pacientes
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envenenados por T. serrulatus (FUKUHARA et al., 2003), quanto em ratos que
receberam na cavidade peritoneal peconha de T. serrulatus em 4 h (PESSINI et al.,
2003), diferentemente do que foi observado no nosso estudo a concentracao de TNF-
a nao apresentou-se aumentada em 6 e 24 h. Porém, resultado semelhante ao nosso
foi observado num estudo realizado por Fialho et al. (2011), que injetou 200 pg/Kg da
peconha de T. serrulatus por via subcutanea em camundongos BALB/c e observou
aumento da concentracdo de TNF-a no soro apenas em 30 min e com 6 h a

concentracdo de TNF-a era cerca de 20 pg/mL.

Gréfico 3: Concentragdo sérica de TNF-a apos 6 e 24 h da administracdo de PBS e TstV em
camundongos BALB/c. Foi injetado via i.p. PBS e 375 pg/kg TstV.
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ApOs 6 e 24 horas foi realizada a coleta do sangue para obtencéo do soro e realizacao da dosagem de
TNF-a. N=4. As barras sem marcacéo apresentaram p > 0,05 quando comparados com o grupo PBS
pelo teste de Tukey (ANOVA).

Para as andlises de IL-10, pode-se observar a indugdo de um aumento na
concentragéo sérica da mesma em 6 h, mesmo ndo sendo significativo (grafico 4). A
liberacdo de IL-10 ja foi observada no plasma de pacientes envenenados (casos
moderados e graves) (FUKUHARA et al., 2003; MAGALHAES et al., 1999) como em
modelos de envenenamento moderado a grave em animais de experimentacao
(PETRICEVICH; PENA, 2002) que apresentou concentracio de IL-10 semelhante ao
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que foi observado no nosso estudo em 6 h. Outros escorpides como o Centruroides
noxius e o Androctonus australis hector, também pertencentes a familia Buthidae,
induziram o aumento da liberacdo de IL-10 (PETRICEVICH, 2010; ADI-BESSALEM et
al., 2008), que € um mediador liberado como parte do mecanismo regulatorio que

limita os danos quando a resposta imune é estabelecida (MOORE et al., 2001).

Gréfico 4: Concentragcdo sérica de IL-10 apos 6 e 24 h da administracdo de PBS e TstV em
camundongos BALB/c. Foi injetado via i.p. PBS e 375 ug/kg TstV.
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ApOs 6 e 24 horas foi realizada a coleta do sangue para obtencéo do soro e realizacdo da dosagem de
IL-10. N=4. As barras sem marcacao apresentaram p > 0,05 quando comparados com o grupo PBS
pelo teste de Tukey.

FONTE: Resultados experimentais (autoria prépria).

ApOGs a picada, surgem os sinais e sintomas do envenenamento, que Sao
variados e vao desde dores locais a alteracdes sistémicas graves. De forma geral, o
qguadro clinico depende da gravidade do acidente. No local da picada, os sinais e
sintomas mais comumente observados para 0os casos de envenenamento com o T.
stigmurus sao dor, dorméncia parestesia, edema, e 0s principais sintomas sistémicos
sdo vomitos, sudorese, cefaléia e sonoléncia (GUARNIERI et al., 1996; LIRA-DA-
SILVA et al., 2000).

Em geral, os casos de envenenamento por T. stigmurus sao leves. Dados do

Centro de Assisténcia Toxicolégica de Pernambuco mostraram que entre 2006 e 2010
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as vitimas que sofreram picadas por T. stigmurus foram criancas e independente do
tempo decorrido para um prognéstico, a maioria dos casos apresentaram sintomas
leves, porém ha relato de casos moderados que resultaram na morte por choque
cardiogénico e/ou edema pulmonar ou sintomas neurolégicos graves
(ALBUQUERQUE et al., 2013). J4 nos acidentes ocorridos no estado do Rio Grande
do Norte no periodo de 2007 a 2011 96,48% foram classificados clinicamente como
grau leve; as manifestacdes locais foram observadas em 93,96% dos individuos e a
taxa de letalidade foi de 0,058%. (BARBOSA, 2014).

Diferencas na composi¢do do veneno entre animais da mesma espécie sédo
comuns. Fatores ambientais relacionados a predacao, como abundéancia de alimento
ou alteracbes climaticas podem ser responsaveis por variacdes na constituicdo do
veneno desses animais (ALBUQUERQUE et al., 2013; GUARNIERI et al., 1996). Além
disso, a quantidade de veneno injetado no local da picada, a idade e a suscetibilidade
de cada individuo ao veneno séo fatores que podem explicar os diferentes sinais e
sintomas que determinam os graus de gravidade e os achados clinicos observados
nos casos de envenenamento (BRASIL, 2001; CUPO et al., 2003; LIRA-DA-SILVA et
al., 2000; OLIVEIRA, 2009).

5.3 Avaliagdo dos efeitos locais induzidos pelo envenenamento com o
escorpido Tityus stigmurus

5.3.1 Avaliacdo da atividade indutora de peritonite

O envenenamento com T. stigmurus foi avaliado a nivel local in vivo através do
modelo de peritonite. Os camundongos dos grupos inoculados com a peconha
apresentaram 0s mesmos sinais e sintomas observados ja citados anteriormente
(5.2). Nenhum animal veio a 6bito ou sofreu sangramento durante os experimentos.
Apoés seis horas da aplicacdo do PBS e das doses da peconha (125, 250 e 375 pg/kg),
os lavados peritoneais foram coletados para contagem global de leucécitos, extracao
e quantificacdo da atividade de MPO, dosagem de nitrito e proteinas totais a fim de

determinar uma dose para ser estudada a cinética do envenenamento.

N&o foi observado um aumento significativo na migracdo celular para a

cavidade peritoneal na contagem global de leucdécitos (Grafico 5) e sim uma
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diminuicdo das células presentes no peritdnio dos animais que receberam as doses
de 250 e 375 pg/kg de veneno de T. stigmurus (TstV). Comportamento semelhante foi
observado na dosagem da atividade de MPO, uma enzima derivada de neutrofilos que
estima a presenca dos mesmos em amostras biolégicas (BRADLEY et al., 1982). O
grupo tratado com PBS, apresentou maior atividade da enzima MPO que 0s grupos
tratados com as doses de 125, 250 e 375 ug/kg de TstV com significancia estatistica
(Gréfico 6).
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Gréfico 5: Leucécitos da cavidade peritoneal apds 6 h da administragdo de PBS e TstV em
camundongos BALBI/c.
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PBS e as doses 125, 250 e 375 pg/kg TstV foram injetados via i.p. Apos 6 horas foi realizada a coleta
do lavado peritoneal e o numero de células foi determinado em cAmara de Neubauer. N=5, ***p < 0,05
quando comparado com o grupo PBS. As barras sem marcagdo apresentaram p > 0,05. Andlise
estatistica pelo teste de Tukey.

FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).

Gréfico 6: Atividade de Mieloperoxidase do lavado peritoneal apés 6 h da administracdo de PBS e TstV
em camundongos BALB/c.
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PBS e as doses 125, 250 e 375 ug/kg TstV foram injetados via i.p. Ap6s 6 horas foi realizada a coleta
do lavado peritoneal e a extracdo da enzima e sua quantificacéo foi realizada. N=5, ***p < 0,05 quando
comparado com o grupo PBS. Andlise estatistica pelo teste de Tukey.

FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).
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A dosagem de nitrito também foi realizada no mesmo material bioldgico. Em
meio aquoso, O nitrito € estavel por varias horas e ele € um dos produtos da
degradacéo do oxido nitrico (NO) (STAMLER; SINGELS; LOSCALZO, 1992), que &
conhecido por estar envolvido em multiplas rea¢cdes de importancia biologica, tal como
ser um mediador enddégeno no controle de tdnus vascular devido a sua potente
atividade vasodilatadora (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991) e também tem sido
implicado na génese de uma variedade de condicbes patoldgicas tais como
inflamacé&o, aterosclerose, hipertensao vascular e lesées nas quais ocorre a infiltracdo
de células inflamatérias (BUSSE; MULSCH, 1990; LIBBY; HANSSON, 1991;
PETRICEVICH; PENA, 2002). Porém, os resultados obtidos mostraram que n&o
houve diferenca significativa entre os grupos que receberam PBS e os tratados com

a peconha de T. stigmurus (Gréfico 7).

Ainda do sobrenadante do lavado peritoneal foi realizada a determinacao da
concentracdo de proteinas totais pelo método Bradford e ndo foram detectadas

concentracfes proteicas nas amostras analisadas.

Gréfico 7: Concentracao de Nitrito do sobrenadante do lavado peritoneal apés 6 h da administracdo de
PBS e TstV em camundongos BALBI/c.
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PBS e as doses 125, 250 e 375 ug/kg TstV foram injetados via i.p. Ap6s 6 horas foi realizada a coleta
do lavado peritoneal e determinada a concentracao de nitrito pelo método de Griess. N=5, ***p < 0,05
quando comparado com o grupo PBS. As barras sem marcagcdo apresentaram p > 0,05. Andlise
estatistica pelo teste de Tukey.

FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).
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Resultados do estudo cinético, utilizando a dose de 375 pg/kg TstV, do
envenenamento nos tempos 6 e 24 h foram semelhantes ao experimento anterior
qguando avaliada a presenca de leucdcitos na cavidade peritoneal dos animais de
experimentacdo. O grupo que recebeu a dose de 375 pg/kg de TstV, apresentou
menor numero de leucocitos quando comparado ao grupo que recebeu apenas PBS
(Gréfico 8).

Gréfico 8: Leucocitos da cavidade peritoneal apds 6 e 24 h da administracdo de PBS e TstV em
camundongos BALBI/c.
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PBS e 375 pg/kg TstV foram injetados via i.p. Apds 6 e 24 horas foi realizada a coleta do lavado
peritoneal e o nimero de células foi determinado em cédmara de Neubauer. N=5, ***p < 0,05 quando
comparado com o grupo PBS. Andlise estatistica pelo teste de Tukey.

FONTE: Resultados experimentais (autoria prépria).

Na contagem diferencial em 6 h, observou-se uma reducdo do nimero de
polimorfonucleares quando comparado ao PBS com diferenca significativa e um
aumento na populagdo de mononucleares (grafico 9). Ja em 24 h, ndo foi observado
um perfil com diferenca significativa entre as populacdes celulares (grafico 10),
corroborando com o observado até o momento.
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Gréfico 9: Contagem diferencial dos leucécitos da cavidade peritoneal apés 6 h a administracdo de PBS
e TstV em camundongos BALB/c expressos em valores relativos.
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PBS e 375 pg/kg TstV foram injetados via i.p. Apds 6 horas foi realizada a coleta do lavado peritoneal
e foi determinado o valor relativo de poli e mononucleares. N=5, ***p < 0,05 quando comparado com o
grupo PBS. Andlise estatistica pelo teste de Tukey.
FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).

Gréfico 10: Contagem diferencial dos leucdcitos da cavidade peritoneal apés 24 h a administracao de
PBS e TstV em camundongos BALB/c expressos em valores relativos.
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PBS e 375 pg/kg TstV foram injetados via i.p. Apos 24 horas foi realizada a coleta do lavado peritoneal
e foi determinado o valor relativo de poli e mononucleares. N=5, ***p < 0,05 quando comparado com o
grupo PBS. As barras sem marcacao apresentaram p > 0,05. Andlise estatistica pelo teste de Tukey.
FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).
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Quando avaliada a atividade da MPO, o grupo que recebeu 375 pg/kg de TstV
apresentou atividade significativa menor quando comparado ao grupo PBS em 6h,
porém sem diferenca significativa entre os grupos quando analisado em 24 h (Grafico
11). Ja a concentracédo de nitrito no sobrenadante do lavado peritoneal ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos tratados quando avaliados em 6 e 24 h (Gréfico
12). Proteinas totais também ndo foram detectadas no sobrenadante do lavado
coletado nos tempos avaliados, como observado anteriormente, assim como n&o
foram detectadas concentracdes de citocinas (TNF-a e IL-10) no lavado peritoneal dos
animais de experimentacédo tanto para o grupo PBS quanto para o grupo tratado com
TstV nos tempos 6 e 24 h.

Gréfico 11: Atividade de Mieloperoxidase do lavado peritoneal apos 6 e 24 h da administracdo de PBS
e TstV em camundongos BALBI/c.
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PBS e 375 pg/kg TstV foram injetados via i.p. Apds 6 e 24 horas foi realizada a coleta do lavado
peritoneal, a extracdo da enzima e sua quantificagdo. N=5, ***p < 0,05 quando comparado com o grupo
PBS. As barras sem marcacédo apresentaram p > 0,05. Andlise estatistica pelo teste de Tukey.
FONTE: Resultados experimentais (autoria propria).
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Gréfico 12: Concentracdo de Nitrito do sobrenadante do lavado peritoneal apés 6 e 24 h da
administragdo de PBS e TstV em camundongos BALB/c.
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PBS e 375 ug/kg TstV foram injetados via i.p. Apés 6 e 24 horas foi realizada a coleta do lavado
peritoneal e determinada a concentragdo de nitrito pelo método de Griess. N=5. As barras sem
marcacao apresentaram p > 0,05 quando comparados com o grupo PBS pelo teste de Tukey.
FONTE: Resultados experimentais (autoria prépria).

Dessa forma, verificou-se que a injecao intraperitoneal de veneno nao foi capaz
de induzir a migragéo de células inflamatdrias para a cavidade peritoneal nas doses
125, 250 e 375 pg/kg TstV em 6 h e na dose 375 ug/kg TstV em 6 e 24 h quando
comparadas com o grupo PBS. Pelo contrario, observou-se evidéncias de uma
possivel atividade anti-inflamatéria, uma vez que houve diminuicdo do nimero de
células recrutadas para o peritbnio e uma diminuicdo da migracéo de neutrofilos para
o local. De fato, estudos-pilotos estdo sendo realizados no nosso laboratério, em que
se observou que a peconha, administrada pela via subcutanea, foi capaz de diminuir
em 44% a migracao de leucocitos para a cavidade peritoneal em resposta ao zimosan

(dados néo publicados).

Mesmo as peconhas de escorpides serem consideradas como agentes pro-
inflamatorios (ADI-BESSALEM et al., 2008; PESSINI et al., 2008), Haong et al. (2014)
reportaram a acdo analgeésica e anti-inflamatoria do veneno de Heterometrus laoticus
e suas fragcbes em modelo animal, e nas fracOes testadas foram identificadas duas

toxinas bloqueadoras de canal de potassio. Dessa forma, a capacidade do veneno
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nao induzir a migragao celular para o peritonio pode ser explicada pela presenca de
alguma toxina com acdo anti-inflamatoria como detectado no trabalho citado
anteriormente, porém sao necessarios testes para confirmacdo desta hipotese.
Estudos com a peconha de T. fasciolatus também apresentaram resultados
semelhantes aos nossos dados sem diferenca significativa entre o grupo que recebeu
peconha e 4gua purificada quanto ao numero de leucdcitos totais no sangue (PINTO,
2009). O T. fasciolatus, assim como o T. stigmurus é um escorpido de importancia
meédica, porém associados aos casos de envenenamento de menor gravidade quando

comparado com os acidentes que ocorrem com T. serrulatus (BRASIL, 2009).

Outro estudo realizado com uma serpente, a Crotalus durissus terrificus,
também mostrou atividade anti-inflamatéria da peconha quando injetada por via
subcutéanea, inibindo a migracéo de polimorfonucleares para a cavidade peritoneal de
animais induzida por carragenina injetada por via i.p. (NUNES et al., 2007). Além
disso, foram publicados resultados que comprovaram que a peconha de T. serrulatus
guando injetada por via subcutanea em camundongos com sepse induzida por
ligadura cecal, foi capaz de diminuir a letalidade, reduzir o numero de
polimorfonucleares na cavidade peritoneal e reduzir a inflamagao pulmonar (MACIEL,
et al., 2014). Porém, outros trabalhos realizados com a peconha de T. serrulatus
mostram que ela é capaz de induzir uma resposta inflamatoria ocasionando a
liberacdo de mediadores inflamatérios tanto em pacientes (ABDEL-HALEEM, 2006;
D’SUZE et al., 2003; FUKUHARA et al., 2003), quanto em modelos animais (DE
MATOS et al., 1997; PESSINI et al., 2003; PETRICEVICH; PENA, 2002).

Apesar da peconha do escorpido T. stigmurus apresentar perfil eletroforético
semelhante a peconha de T. serrulutus, e o soro produzido contra a peconha deste
escorpido ser capaz de reconhecer regides antigénicas no TstV (NISHIKAWA et al.,
1994; BECERRIL et al., 1996), além de apresentar neurotoxinas que interagem com
canais i6nicos de sédio e potassio com alta similaridade com toxinas do T. serrulatus
e essas toxinas desempenharem um papel na resposta imunolégica com citado
anteriormente, as peconhas apresentam diferencas entre si, uma delas é a maior
expressao de toxinas de canal de potassio na peconha do T. stigmurus, (ALMEIDA et
al., 2012) enquanto que ha uma maior expresséo das toxinas bloqueadoras de canal
de sédio no T. serrulatus (ALVARENGA et al., 2012).
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Os mecanismos pelos quais as toxinas que compdem as peconhas de
escorpides sdo capazes de ativar o sistema imunoldgico e induzir uma reacao
inflamatoria ainda ndo estdo claros, embora alguns grupos sugiram hipéteses, como
por exemplo a despolarizacdo das células nervosas periféricas pela peconha, com a
liberacdo de neuropeptideos como a substancia P, que se ligam aos receptores de
taquicininas (NK1) presente na superficie de células inflamatérias como macrofagos
e mastadcitos, levando-os a producéo e liberacdo de mediadores inflamatorios. Outros
trabalhos relatam que as neurotoxinas exercam acao direta nos canais iGnicos
presentes na superficie das células do sistema imune, e tais canais possam ter um
papel importante na ativacao de linfécitos e macrofagos, participando da liberacéo de
citocinas, da proliferacéo, eliminacdo de células alvo, da adeséao celular, quimiotaxia
e da ativacao de fatores de transcri¢ao inflamatérios (FIALHO et al., 2011; DE MATOS
et al., 2001; MATOS, TEIXEIRA; FREIRE-MAIA, 1999; PERES et al., 2009).

Estudos mostram que os valores de nitrito estdo aumentados em 2 e 6 h apés
0 envenenamento com uma DLso do veneno do escorpido T. serrulatus, além de
apresentar um aumento significativo de citocinas no soro (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10 e
interferon gama) (PETRICEVICH; PENA, 2002;). O nitrito € um marcador de 6xido
nitrico (NO) expirado. O NO é produzido a partir da acdo de trés isoformas conhecidas
da enzima o6xido nitrico sintetase (NOS 1 e 3 - constitutivas e NOS 2 - induzivel) e
expressas constitucionalmente em varias células, como fibras nervosas (NOS 1la),
células endoteliais (NOS 1b e NOS 3) e neutroéfilos (NOS 1c), que produzem o NO em
niveis basais para controle de tbnus vascular sistémico e pulmonar, assim como na
transmissao do impulso em neurdnios centrais e periféricos. Ja a forma induzivel da
enzima (NOS 2) produz quantidades muitas vezes maiores de NO que as formas
constitutivas e sua expressao ja foi identificada em macrofagos, linfécitos, neutroéfilos,
eosinofilos, hepatdcitos, células endoteliais, mastdcitos, histiécitos e fibroblastos. A
expressdo da NOS 2 é estimulada por interferon gamma, lipopolissacarideo
bacteriano, TNFa, IL-1 e outras interleucinas, e inibida por IL-10, glicocorticoides e
aminoguanidina (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

Envenenamento grave induzido pela injecdo de peconha foi associado com a
elevagao nos niveis séricos de varias citocinas e de NO (ADI-BESSALEM et al., 2012;
PETRICEVICH, 2000; PETRICEVICH; PENA, 2002; PETRICEVICH; LEBRUN, 2005;
RAOURAOUA-BOUKARI et al., 2012). Porém os resultados ndo mostram diferenca
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significativa entre os grupos tratados com PBS e TstV, assim a concentragao de nitrito
detectada pode estar relacionada a producéo de valores basais de NO para a
manutencdo de alguns processos do organismo como ja citado anteriormente
(CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

Os variados sinais e sintomas clinicos apresentados pelos pacientes
envenenados por animais peconhentos relacionam-se tanto com as diferentes
caracteristicas dos animais produtores de peconha quanto dos pacientes. Com
relacAo aos animais, as caracteristicas podem estar relacionadas ao género,
localizac@o geogréfica, habitos alimentares e variacao individual podendo influenciar
na toxicidade do veneno. J4 as caracteristicas relacionadas aos pacientes incluem
idade, sexo, fatores genéticos, condicdes fisiolégicas e imunoldgicas. Porém pouco
se sabe sobre a influéncia desses aspectos nas manifestacbes clinicas e na
severidade dos envenenamentos (PADILLA et al., 2003).

5.3.2 Inducdo do envenenamento com o escorpido T. stigmurus através do modelo
de edema de pata

Vitimas de envenenamento escorpiénico frequentemente apresentam edema
no local da picada (HOREN, 1972; WILSON, 1987). Os dados mostraram que a
injecao intraplantar da peconha de T. stigmurus induziu a formacdo de edema
significativo nas doses de 5,0 e 7,5 pg nos tempos 15, 30 minutos e 1 hora. A dose
mais baixa (2,5 pg) induziu a formagéo do edema, porém néo foi significativo. O pico
maximo de formacdo do edema ocorreu em 15 minutos apds a injecao da peconha
(Gréfico 13), indicando que esta resposta se desenvolve rapidamente. Uma vez que
o edema atingiu o nivel maximo, decresce com o tempo e em 4 horas ja ndo existe

mais.
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Gréfico 13: Acdo edematogénica da peconha do escorpido T. stigmurus

75

50

25

% de aumento da espessura da pata

]
1.00 1.50 2.00 4.00
Tempo (h)
1 PBS &= 5,0 ug TstV
EEl 2,5 ug TstVv ml 7,5 ug TstV

A peconha de T. stigmurus (TstV) (2,5 a 7,5 pg/pata) e PBS foram injetados na pata posterior direita
dos animais e o edema formado foi mensurado nos tempos 0.25; 0.5; 1; 1.30; 2 e 4 h. O edema foi
expressado como a diferenca entre a espessura da pata apds (no respectivo tempo) e antes (valores
basais) da injecdo da peconha e do PBS, calculada como se segue: [ (tempo de espessura “t’-
espessura antes da injecdo) + espessura antes da injecéo] x 100. N =5. *p < 0.05 e ***p < 0.001 quando
comparado com o grupo controle PBS pelo teste de Tukey.

FONTE: Resultados experimentais (autoria prépria).

Os resultados observados corroboram com outros estudos realizados utilizando
a peconha de outros escorpifes. Nascimento et al. (2005) caracterizaram a resposta
nociceptiva e edema induzido pela peconha do escorpido Tityus serrulatus em modelo
animal e investigou farmacologicamente de forma preliminar os mecanismos
envolvidos nessas respostas. A injecao intraplantar de peconha de T. serrulatus (10
Mg) induziu um edema acentuado que atingiu um pico em 30 min e durou cerca de 1
h, que foi inibida pela prometazina, indicando que a histamina atua nos receptores H1
pode ser importante para a formacdo do edema. H& duas provaveis fontes deste
autacoide: liberacdo enddgena a partir de mastocitos ou conteudo intrinseco da
peconha. Ciproheptadina também inibiu 0 edema, indicando o possivel envolvimento
de 5-HT. Esta suposicdo seria apoiada pelo fato de que estas aminas podem ser

encontradas nas peconhas de escorpido, como o L. laevifrons e T. serrulatus (BASU
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et al., 1990). Além disso, tais aminas podem ser liberadas por mastocitos estimulados
(HOLZER, 1998). Dessa forma, a acao edematogénica observada no presente estudo
pode estar relacionada com a presencga dessas aminas bioagénicas na peconha do T.
stigmurus. Além disso, algumas aminas encontradas nas pec¢onhas de escorpides,
como cadaverina e serotonina, podem aumentar a atividade da histamina
(BJELDANES et al., 1978; LAVICH et al., 2003), indicando que as interagdes entre

estas aminas podem resultar num sinergismo.

Estudos realizados com a peconha do escorpido Buthus martensi exibiram
também a inducdo da formacdo de edema. Porém, o edema foi parcialmente
suprimido pelo Composto 48/80 que atua na degranulacdo crénica de mastocitos.
Também foi observada a reducado significativa do edema em 8 horas quando os
animais receberam pirilamina que é antagonista dos receptores H1 e cimetidina um
antagonista dos receptores H2, indicando que a histamina é importante, visto que ja é
sabido que ela atua nos pequenos vasos levando ao aumento da permeabilidade
vascular, com a exteriorizacdo das proteinas e liquidos plasmaticos para os espacos
extracelulares, causando o edema (HOLZER, 1998; LIU et al., 2007).

Além do envolvimento da histamina, serotonina e da degranulacdo dos
mastoécitos na formacdo do edema, tem sido mostrado que a peconha do escorpido
Buthus martensi pode ser marcadamente reduzida por resiniferatoxina (RTX),
sugerindo que ha um possivel componente neurogénico, principalmente fibras
aferentes primarias sensiveis a capsaicina, contribuindo para a resposta inflamatoria
induzida pela peconha desse escorpido (BAI et al., 2008). Estudos semelhantes foram
realizados com a peconha de Tityus serrulatus e uma de suas toxinas, a tityustoxin
(TsTX) quando mantidos em contato com a extremidade periférica do nervo ciatico e
safeno de rato, induziram respostas inflamatérias nas areas inervadas (LEME et al.,
1978).

Outra hipdtese para explicar os mecanismos envolvidos na acéo
edematogénica da pegconha de escorpides foi realizada por Pessini et al. (2008). Os
resultados mostraram que cininas e o0 o0xido nitrico sdo substancialmente envolvidos

no edema de pata, hipernocicepcdo mecanica e flinches.

Apesar da confirmacao da presenca de acdo edematogénica do veneno do T.

stigmurus em modelo de edema de pata, os resultados apresentados até aqui sdo
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preliminares. A realizacao da extracao e quantificacédo da atividade de MPO, dosagem
de nitrito, proteinas e de citocinas (IL-B, TNF-a, IL-6 e IL-10), assim como a analise
histopatoldgica seréo essenciais para caracterizar o edema induzido pela peconha do
escorpido T. stigmurus.

Ao todo, os presentes resultados e os relatados por outros investigadores
indicam que as peconhas de diferentes espécies de importancia médica, apesar de
induzir respostas semelhantes, possam atuar através de mecanismos distintos,
justificando, assim, a investigacdo das respostas induzidas por cada uma delas. Isto
conduziria a uma melhor compreensao da resposta do homem contra potentes toxinas
animais e também subsidiar informacdes em uma abordagem farmacologica mais

racional para aliviar os sinais e sintomas associados ao escorpionismo.

O estudo proposto € pioneiro para a espécie de escorpiao abordada, visto que
a peconha do T. stigmurus € pouco estudada, assim como o papel das toxinas que
compdem esse veneno. Desta forma, o trabalho proporcionou entender melhor a
fisiopatologia do envenenamento, bem como possibilitar a utilizacdo da peconha, ou
componentes deste, para outros fins através da caracterizacdo parcial do

envenenamento induzido por T. stigmurus em animais de experimentacao.
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CONCLUSAO

A primeira demonstracdo da resposta edematogénica induzida pela peconha
de T. stigmurus em animais de experimentagao.

Quanto ao potencial inflamatoério da peconha, os resultados parciais revelaram
que a mesma néo foi capaz de induzir a migracdo de células para o periténio
dos animais de experimentacdo, bem como nao foi observado alteracdo dos
niveis de nitrito no lavado peritoneal, assim como proteinas totais, TNF-a e IL-
10 e diminui¢do da atividade de MPO nos tempos 6 e 24 h.

Alteracfes bioguimicas importantes foram observadas como o aumento nos
niveis de CK, CK-MB, AST, ALT, creatinina, amilase e &cido Urico, indicativo
de lesdes em 6rgdo como coracdo, figado, rins e pancreas apenas em 6 h.
Além disso, ndo foram observados aumento nos niveis séricos de TNF-a e IL-
10em 6 e 24 h.
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ABSTRACT

Scorpion bites are responsible for significant morbidity and pediatric mortality in many
parts of the world and represents a public health problem in Brazil. Tityus stigmurus is
a scorpion specie of medical importance that occur in the Brazilian Northeast. In this
context, this work proposed to analized the inflammatory and pathophysiological
parameters after Tityus stigmurus scorpion envenoming in vivo by intraperitoneal
injection of 375 pg/kg of venom in BALB/c mice to evaluate its local and systemic
effects. For this purpose, the total and differential leukocyte number, myeloperoxidase
activity, nitrite levels and total protein were quantified in peritoneal exsudate, as well
as, serum biochemical parameters and cytokine (TNF-a and IL-10) levels were
analyzed. Alterations in relative organs weight of the experimental animals were also
assessed. The results showed that the venom was not able to induce the migration of
cells into the peritoneum of experimental animals. However, significant biochemical
abnormalities were observed as the increase in CK, CK-MB, AST, ALT, creatinine,

amylase, and uric acid. Moreover, it was observed lesions in organs such as heart,
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liver, kidney and pancreas and increase in IL-10 serum. This is the first time that partial

characterization of the envenoming induced by T. stigmurus in mice was carried out.
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1. Introduction

Accidents by scorpions are considered a public health problem in Brazil, due to the
increasing number of accidents and the severity of the clinical condition, which may be
fatal (Burcherl, 1968). The scorpion species potentially dangerous to humans belong
to the family Buthidae (Lourenco, 2004) and five genus are present in Brazil, they are:
Isometrus, Ananteris, Microtityus, Rhopalurus and Tityus. The scorpion species
responsible for the cases of medical relevance in Brazil belongs to the genus Tityus.
The scorpion species Tityus stigmurus has medical importance especially in
Northeastern Brazil (Brasil, 2009).

In general, envenoming by scorpions are responsible for significant morbidity and
pediatric mortality in many parts of the world and represents a public health problem
in Brazil. The scorpionism problem in Northeast it's very neglected, with some sporadic
records made by State Health Departments, and T. stigmurus is a mainly responsible
to scorpionism cases in region (Brasil, 2001). The first case was reported in Recife
city, where reported accidents involving children and T. stigmurus, culminating in one
death (Eickstedt, 1983). The main signs and symptoms caused by envenoming with
this specie at the bite site are pain, paresthesia and swelling, and major systemic
symptoms are vomiting, sweating and drowsiness (Guarnieri et al., 1996; Lira-da-Silva
et al.,, 2000). Cases considered moderate resulted in death by cardiogenic shock
and/or pulmonary edema or severe neurological symptoms in children (Albuquerque
et al., 2013).
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The most studied species in Brazil is Tityus serrulatus, because it is the most
important in terms of occurrence and number of envenomings among other species,
showing also an endemic character. T. serrulatus venom is able to induce a systemic
inflammatory response causing the release of inflammatory mediators both in patients
(Abdel-Haleem, 2006; D’Suze et al., 2003; Fukuhara et al., 2003; Magalhaes et al.,
1999), and in animal models (De Matos et al., 1997; Fialho et al., 2011; Pessini et al.,
2003; Petricevich e Pefia, 2002), as well as serum and hematologic biochemical
abnormalities (Cusinato et al., 2010), nociceptive response formation of paw edema in
experimental animals (Nascimento et al., 2005; Pessini et al., 2008), injury and acute
pulmonary inflammation characterized by pulmonary mechanics modified in animal
model (Coelho et al.,, 2007; Peres et al.,, 2009) and in humans, associated to
myocardial injury (Cupo et al., 1994). Many studies were conducted to understand the
effects of scorpion venom, an important fact for the establishment of appropriate
therapeutic approaches to treat cases of envenoming for this species.

Few studies with the scorpion T. stigmurus are found in the literature. Thus,
considering that T. stigmurus is one of the scorpions of importance to public health in
Brazil and that there are few studies about the accidents, it is necessary to study it
better. Therefore, the study proposes to evaluate some inflammatory and
pathophysiological parameters after Tityus stigmurus scorpion envenoming in vivo, to
better understand the pathophysiology of envenoming, thus contributing to the future
development of more effective therapeutic alternatives for the treatment of it's toxic

effects.

2. Methods

2.1 Venom

Tityus stigmurus were collected in Natal city (Rio Grande do Norte, Brazil) and
maintained in Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN (Brazil) with
authorization of Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (protocol n® 34113-1
ICMBIo/Sisbio). The venom was obtained by eletrostimulation applied to the scorpion
and collected with a micropipette, and stored at —20°C. Venom was pooled from more

than 40 adult specimens and named TstV. Venom concentration was expressed as
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protein, assayed by the bicinchoninic acid method (BCA), using bovine serum albumin
as standard as described by the manufacturer (Pierce, USA).

2.2 Animals

BALB/c male and females mice (6 to 8 weeks, 20 and 30 g) were obtained from the
Biotério do Centro de Ciéncias da Saude (UFRN) in a controlled environment under a
12/12-h light/dark cycle. Water and food were available ad libitum until the day of
experiment. The animals were handled according to the guidelines of the Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA and the Ethics
Committee of UFRN (protocol n°. 028/2014) approved the study. Groups of five

animals were used (n=5).

2.3 Lethality

The lethal dose (LDso) was estimated by injecting intraperitoneally (i.p.) with
increasing doses of venom into groups of 3 female and 3 male mice. Deaths occurring

during 48 h were recorded and LDso was calculated by probit (Finney, 1971).

2.4 Local and systemic effects evaluation induced by Tityus stigmurus envenoming

2.4.1 Envenoming induction

For envenomation, the mice were injected by intraperitoneal route with non-lethal
doses of TstV (125, 250 ou 375 pg/kg) and euthanized 6 h after. The control group
received only sterile PBS and the animals were sacrificed after the same period of
time. The animals were euthanized with an anesthetic ketamine/xylazine (80/10 mg/kg)
by intraperitoneal route for the collection of different biological material (blood,
peritoneal washing and organs) to analyze the local and systemic effects of venom.
Chosen the best dose able to significantly change the above parameters without
causing deaths, the experiment was repeated using the chosen fixed-dose (375 pg/kg).
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It was evaluated different time intervals (6 and 24 h) and determined the time kinetics

of envenoming.

2.4.2 Serum biochemical profile

The animals' blood was collected from the retroorbital plexus. The serum was
obtained by incubating for 30 min at 37 ° C following by centrifugation for 5 min at 1500
rpm at 4°C. Biochemical testing of experimental animals were carried out in the
automatic analyzer LabMax Plenno (Labtest Diagndstica®). We determined the levels
of glucose, triglycerides, total cholesterol, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), creatinine, uric acid, amylase, creatine kinase (CK) and its
MB isoenzyme (CK-MB) using commercial kits Labtest Diagnéstica®.

2.4.3 Isolation of peritoneal cells

The peritoneal cavity of the animals was washed with 3 mL of cold sterile PBS. The
peritoneal wash obtained was used for total leukocyte count, determination of
myeloperoxidase activity (MPO), nitrite, total protein and cytokines levels (TNF-a and
IL-10).

2.4.3.1 Total and differential count of peritoneal cells

For total peritoneal cell determination, nine volumes of the total cellular suspension
were added to 1 volume of 0.05% crystal violet dissolved in 30% acetic acid. The cells
were counted using a bright-line Neubauer chamber. Differential cell counts were
determined using the cytospin system (500 rpm/5 min), fixed, and stained with the
Instant-Prov kit (Newprov, Pinhais, Brazil). The percentage of cell subpopulations was

calculated based on the count of 100 cells and expressed as relative value.
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2.4.3.2 Myeloperoxidase (MPO) activity

The quantification of MPO enzyme was used as an indirect biochemical marker of
neutrophil migration to the peritoneal cavity as described in the literature with some
modifications (Bradley et al., 1982). One hundred microlitres of the total peritoneal fluid
collected was mixed with 100 uL of HTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) in
0.5% potassium phosphate buffer 50 mM pH 6.0 and vortexed for 30 seconds. Then
the samples were centrifuged at 10,000 g for 5 min at 4 °C and the supernatant mixed
with 200 uL of 50 mM potassium phosphate buffer pH 6.0 containing 0.0005%
hydrogen peroxide and 0.167 mg / mL of o-dianisidina. The measurement of activity
was carried out at 460 nm in kinetic reading in a microplate reader (BioTek®). One unit
of MPO is defined as the equivalent to the consumption of 1 umol of hydrogen peroxide
per minute, and 1 pumol of hydrogen peroxide provides a change in absorbance of 1.13
X 10-2 (OD / min) (POSADAS et al., 2004). The results were expressed as U/mL.

2.4.3.3 Total protein determination

Bradford method (Microassay) was used for the quantification of protein from the
supernatant of the same item described in the previous washing (2.4.3). Bovine serum
albumin (BSA) was used as standard and the absorbance was measured in a
microplate reader at 595 nm (BRADFORD et al., 1976).

2.4.3.4 Nitrite determination

Peritoneal lavage was centrifuged at 1500 rpm for 5 min at 4°C. The concentration
of nitrite was determined from the supernatant by the Griess reaction, using sodium
nitrite as standard solution. In one microplate was pipetted 50 uL of the samples in
triplicate, added 50 uL of sulfanilamide and incubated for 5 min at room temperature
and protected from light. Then, also under light, it was added 50 uL solution NEED
(dihydrochloride N-1-naphthylethylenediamine 0.1%) and the absorbance was
measured at 540 nm m microplate reader (BioTek®). The concentration of nitrite was
expressed in uM (ALBANO et al., 2013).
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2.5 Cytokine determination

The levels of cytokines TNF-a and IL-10 in mice serum and peritoneal washing
were determined by two-site sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
using kits from eBioscience. In brief, ELISA plates were coated with 100 pL (1 mg/mL)
of the monoclonal antibodies anti-TNF-a and IL-10 and incubated overnight at 4 °C.
The wells were then washed with phosphate-buffered saline (PBS/Tween-20 0,05%)
and 250 pL of blocking solution for 1 h at room temperature. After washing, 100 L of
duplicate serum samples and the standard curve were added to each well. After 2 h of
incubation at room temperature, the wells were washed and incubated with 100 pL of
the biotinylated monoclonal antibodies anti-TNF-a and IL-10 as second antibodies for
30 min at room temperature. After a final wash, the reaction was developed by the
addition of 100 pL of TMB to each well and incubated for 15 min at room temperature.
The reaction was stopped by adding 50 pL of H2SO4 2N. Optical densities were

measured at 450 and 570 nm in a microplate reader.

2.6 Statistical analyses

Data are expressed as the mean * standard error of the mean (SEM). Statistical
analyses were performed by Student’s t-test, and the level of significant was set at p <
0.05.

3. Results

3.1 Lethality

Among the doses of TstV venom tested in mice, the dose capable of causing 50%
of death was 10 ug/20 g (0.5 mg/Kg) of animal. The starting dose of 30 pg/mice showed
100% lethality of the assayed animals. It was observed during the course of the
experiment that most deaths occurred within the first three hours after venom injection
and particularly in groups of animals receiving the highest doses (data not shown).

After 24 h of venom injection there were no deaths in either group.
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3.2 Local and systemic effects evaluation induced by Tityus stigmurus envenoming

3.1.1 Serum biochemical profile

Some biochemical parameters were also evaluated (Table 1). Uric acid,

creatinine, CK, CK-MB, AST and ALT were the variables that showed a significant

difference when compared between PBS group and different doses of TstV tested.

Table 3

Biochemical data after 6 hours of administration of PBS and TstV in BALB/c mice.

Control TstV

Variable PBS 125 pg/kg 250 ug/kg 375 ug/kg

AST (U/L) 163.7 £ 23,6 272.4 + 51.6% 272.4 £51.6% 4424 + 148.6

ALT (U/L) 54,2 £13.2 72.3+11.9% 61.2 + 12.2* 129 + 35.2**

CK (U/L) 651 + 141 1459,6 + 116,3** 1791,8 2193,75 *
388,64** 352,75***

CK-MB (U/L) 292.8 +41.95 368.8 + 12.5% 450.6 £57.4 573.1 £ 15.5*

Amilase (U/L) 77.6 £52.4 388.6 + 89.6 542.5+69.5 835.5 + 380.5

Uric acid 1.2+0.1 1.3+0.2* 1.4+0.2¢ 2.3 +£0.2*%

(mg/dL)

Creatinine 0.2+0.01 0.2 + 0.02%# 0.2+0.01 0.3 £ 0.02**

(mg/dL)

Glucose 104 +22.5 119.2 £ 20.9 141 +6.8 117.6 £ 13.6

(mg/dL)

Triglycerides 58.3+10.2 102.2 £ 23.4 90.6 £ 19.9 80525

(mg/dL)

Total chlesterol 95.3+13.7 1158+ 7.3 112.2+11.4 97.5+45

(mg/dL)

It was injected i.p. PBS and doses 125, 250 and 375 pg/kg TstV. After 6 hours was performed the blood
collection and processing to obtain the serum. N = 5, *** p < 0.005 compared with the PBS group, ###
when the group which received 375 pg/kg TstV is compared with the group that received 125 pg/kg TstV
+++ and compared with the group which received 250 pg/kg TstV. The values unmarked presented p>
0.05. Statistical analysis using the Tukey test.

The results were decisive for the choice of dose for envenoming kinetics study

caused by T. stigmurus venom in experimental animals. Were choice the dose of 375
pg/kg TstV (Table 2).
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Biochemical data after 6 and 24 hours of administration of PBS and TstV in BALB/c mice.

Time 6 hours 24 hours

Variable PBS 375 ug/kg TstvV  PBS 375 pg/kg
TstV

AST (U/L) 160 + 28 279.6 £ 68.8* 201.6 £445 228.1 £ 46.8

ALT (U/L) 60.3+9.1 106.5 + 13.6** 40.2 £7.04 51.8 + 4.56

CK (U/L) 876.8 + 208.96 1179.8 £ 108.7**  1333.6 £ 342.2 1340.6 £ 322

CK-MB (U/L) 288.2 £ 74.7 393.5+62.9* 433.4 +97.5 472.9 + 86.3

Amylase (U/L) 364 + 20 674 + 74.4%* 415.1 +82.2 434 +21

Uric acid 0.704 £ 0.08 0.636 £ 0.1 1.268 +0.1 1.1+0.1

(mg/dL)

Creatinine 0.2 £0.003 0.30 £ 0.01* 0.29 £ 0.05 0.2917 *

(mg/dL) 0.02688

Glucose 126.3 £ 3.7 114.5 + 3.7* 121.8+14.8 124.6 £ 15.2

(mg/dL)

Triglycerides 93.6 £19.7 78.2+9.7 146.6 + 33 130.8 £+ 19.1

(mg/dL)

Total cholesterol 86.6+4.4 90.7+5.6 110.5+20.5 103.5+6.3

(mg/dL)

It was injected i.p. PBS and 375 pg/kg TstV. After 6 and 24 hours was performed the blood collection
and processing to obtain the serum. N = 5, *** p < 0.05 compared with the PBS group, ### when the
group which received 375 pg/kg TstV is compared with the group that received 125 pg/kg TstV +++ and
compared with the group which received 250 pg/kg TstV. The values unmarked presented p> 0.05.

Statistical analysis using the Tukey test.

3.1.2 Relative organ weight

Organ harvesting was performed and these same organs were weighed. It was

calculated relative weight of each animal treated with PBS and TstV. However, there
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were no significant differences in the relative organ weights between the groups
analyzed in 6 (Fig. 1) and 24 h (Fig. 2).
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Fig. 1. Relative organ weight after 6 h administration of PBS and TstV in BALB/c mice. It was injected
i.p. PBS and 375 pg/kg TstV. After 6 hours was performed collect and weighing the organs. N =5, *** p
< 0.05 compared with the PBS group. The unmarked bars with p> 0.05. Statistical analysis using the

Tukey test.

Relative organ weight (%)

6.0
5.5
5.0
4.5+

4.0--
1.0

0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

BEE PBS
B 375 ng/Kg TstV

Fig. 2. Relative organ weight after 24 h administration of PBS and TstV in BALB/c mice. It was injected
i.p. PBS and 375 pg/kg TstV. After 24 hours was performed collect and weighing the organs. N = 5, ***
p < 0.05 compared with the PBS group. The unmarked bars with p> 0.05. Statistical analysis using the

Tukey test.
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3.1.1 Total and differential count of peritoneal cells

A significant increase in cell migration into the peritoneal cavity was not
observed (Fig. 3) but a reduction of cells in the peritoneum of the animals that

received doses of 250 and 375 pg/kg of T. stigmurus venom (TstV).
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Fig. 3. Leukocytes of peritoneal cavity after 6 hours of administration of PBS and TstV in BALB/c mice.
It was injected i.p. PBS and the doses 125, 250 and 375 ug/kg TstV. After 6 hours was performed to
collect the peritoneal washing and cell number was determined using a Neubauer chamber. N = 5, ***
p < 0.05 compared with the PBS group. The unmarked bars with p> 0.05. Statistical analysis using the
Tukey test.

Similar results were obtained with the previous experiment in times of 6 and 24
h when is evaluated the presence of leukocytes in the peritoneal cavity of mice. The
group that received the dose of 375 ug/kg TstV presented fewer leukocytes compared

to the group that received only PBS (Fig. 4).
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Fig. 4. Leukocytes from the peritoneal cavity after 6 and 24 h of administering PBS and TstV in BALB/c
mice. It was injected i.p. PBS and 375 pg/kg TstV. After 6 and 24 hours was performed the collect of
the peritoneal washing and the cell number was determined using a Neubauer chamber. N =5, *** p <
0.05 compared with the PBS group. Statistical analysis using the Tukey test.

In differential count, in 6 hours, there was a reduction in the number of
polymorphonuclear cells when compared to PBS with significant difference and an
increase in the population of mononuclear cells (Fig. 5). Already in 24 h, there was not

a profile with a significant difference between the cell populations (Fig. 6).
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Fig. 5. Differential count of leukocytes in the peritoneal cavity 6 h after administration of PBS and TstV
in BALB/c mice expressed as relative values. It was injected i.p. PBS and 375 pg/kg TstV. After 6 hours
was performed the collect of the peritoneal washing and was determined the relative value of poly and
mononuclear cells. N =5, *** p < 0.05 compared to PBS group. Statistical analysis using the Tukey test.
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Fig. 6. Differential count of leukocytes of peritoneal cavity 24 h after administration of PBS and TstV in
BALB/c mice expressed as relative values.It was injected i.p. PBS and the doses 125, 250 and 375
pa/kg TstV. After 24 hours we collected from the peritoneal washing and was determined the relative
value of poly and mononuclear. N = 5, *** p < 0.05 compared to PBS group. The unmarked bars with

p> 0.05. Statistical analysis using the Tukey test.

3.1.2 Myeloperoxidase (MPO) activity

Similar behavior was observed for the determination of MPO activity, an enzyme
derived from neutrophils which estimates their presence in biological samples (Bradley
et al., 1982). The group treated with PBS, shows higher activity of the enzyme MPO
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that the groups treated with doses of 125, 250 and 375 pg/kg TstV with statistical
significance (Fig. 7).
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Fig. 7. Myeloperoxidase activity of peritoneal washing after 6 hours of administration of PBS and TstV
in BALB / ¢ mice. It was injected i.p. PBS and doses 125, 250 and 375 ug/kg TstV. After 6 hours was
performed to collect the peritoneal fluid and extraction of the enzyme and its quantification was
performed. N = 5, *** p < 0.05 compared to PBS group. Statistical analysis using the Tukey test.

When performed the MPO activity, the group that received 375 pg/kg of TstV
showed significantly lower activity when compared to the PBS group in 6 h, but with

no significant difference between the groups when analyzed at 24 h (Fig. 8).
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Fig. 8. Myeloperoxidase activity peritoneal lavage after 6 and 24 h of administering PBS and TstV in
BALB/c mice. It was injected i.p. PBS and 375 pg/kg TstV. After 6 and 24 hours collecting the peritoneal
washing, the extraction of the enzyme and its quantification were performed. N = 5, *** p < 0.05

compared with the PBS group. The unmarked bars with p> 0.05. Statistical analysis using the Tukey
test.

3.1.3 Total protein determination

The supernatant of peritoneal washing was collected to determine the total
protein concentration by the Bradford method, the protein concentrations were not
detected in the samples analyzed in 6 for the doses 125, 250 and 375 ug/Kg, as well
as for the dose 375 pug/Kg in 6 and 24 h.

3.1.4 Nitrite determination

The results showed no significant difference between the groups that received PBS
and treated with T. stigmurus venom for the doses 125, 250 and 375 pg/Kg (Fig. 9).
As well as, the nitrite concentration in the supernatant of the peritoneal washing
showed no significant differences between treatment groups when assessed at 6 and
24 hin 375 pg/Kg TstV (Fig. 10).
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Fig. 9. Nitrite concentration of the peritoneal washing supernatant 6 h after administration of PBS and
TstV in BALB/c mice. It was injected i.p. PBS and doses 125, 250 and 375 pg/kg TstV. After 6 hours
was performed to collect the peritoneal washing determined the concentration of nitrite by Griess
method. N = 5, *** p < 0.05 compared with the PBS group. The unmarked bars with p> 0.05. Statistical
analysis using the Tukey test.
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Fig. 10. Nitrite concentration of the peritoneal washing supernatant 6 and 24 h after administration of
PBS and TstV in BALB/c mice. It was injected i.p. PBS and 375 ug/kg TstV. After 6 and 24 hours was
performed to collect the peritoneal washing determined the concentration of nitrite by Griess method. N
=5, *** p < 0.05 compared with the PBS group. The unmarked bars with p> 0.05. Statistical analysis
using the Tukey test.
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3.1.5 Cytokine determination

Cytokine concentrations were not detected (TNF-a and IL-10) in supernatant of
peritoneal washing of experimental animals for the PBS group as well as TstV the
group treated with the times 6 and 24 h for the dose 375 pg/kg.

Analysis of cytokines in the serum of animals that received PBS and TstV was
also performed and it was observed that the venom of T. stigmurus was unable to
induce TNF-a increases in the time of 6 and 24 hours (Fig. 11). To IL-10 may be noted
the induction of an increase in the serum concentration of the same in 6 h, although

not being significant (Fig. 12).
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Fig. 11. Concentration of TNF-a after 6 and 24 hours of administration of PBS and TstV in BALB/c mice.
It was injected i.p. PBS and 375 pg/kg TstV. After 6 and 24 hours was performed the blood collection
and processing to obtain the serum for determination of TNF-a. N = 4. The values unmarked presented
p> 0.05. Statistical analysis using the Tukey test.
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Fig. 12. Concentration of IL-10 after 6 and 24 hours of administration of PBS and TstV in BALB/c mice.
It was injected i.p. PBS and 375 pg/kg TstV. After 6 and 24 hours was performed the blood collection
and processing to obtain the serum for determination of IL-10. N = 4. The values unmarked presented
p> 0.05. Statistical analysis using the Tukey test.

4. Discussion

The envenoming with T. stigmurus was evaluated in vivo by venom injection
intraperitoneally. The animals test group showed piloerection, nociceptive behavior
(nuisance demonstration after the touch and constant search for a more comfortable
position), salivation, dyspnea, hyperactivity followed by hypoactivity and excessive
defecation. No animal died or suffered bleeding during the experiments. After six hours
of application of PBS and doses of venom (125, 250 and 375 pg/kg), the peritoneal
washings were collected for total leukocyte count, extraction and quantification of MPO
activity, nitrite dosage, total protein and cytokines. In addition, the animals’ blood was
collected to obtain the serum and carrying out biochemical measurements to determine

a dose to be given to the kinetic envenoming.

Although TstV show evidence that does not induce inflammatory reaction after
6 and 24 h, some biochemical parameters change significantly (Table 2). Glucose
levels after 6 h had decreased compared to the group treated with PBS. The
hyperglycemia observed after envenoming may be caused by a massive release of
catecholamines which was observed in humans (Cupo et al., 1994) and experimental

animals (Cooke et al., 1997; Vasconcelos et al, 2004) envenoming by T . serrulatus
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venom. Moreover, the release of catecholamines and vasoactive substances induces
cerebral and pulmonary edema which are important causes of death in envenoming
caused by scorpion (Amaral et al., 1993; Teixeira et al., 1997; Vasconcelos et al, 2005;
Andrade et al, 2007) results not observed for the TstV in 6 and 24 hr.

AST also showed changed in collected data only in 6 h (with statistical
significance) and not in 24 h, compared with baseline in the PBS group (Table 2), and
ALT too. Ribeiro (2008), studying the envenoming by T. serrulatus in adult dogs
observed significant increase in AST up to 6 h after inoculation of the venom, even
when there were increased ALT enzyme, also present in hepatocytes. Therefore, to
join the both is possible analysis associate them to reversible liver damage, since in

24 h enzymes returned to baseline levels.

Creatinine also shows alterations when compared to baseline values only in the
PBS group in 6h, indicating a possible transient renal dysfunction. AST levels are
usually found in low concentrations in the blood but when a tissue or an organ such as
the liver is damaged, additional quantities of the enzyme are released into the
bloodstream. The high quantity of AST present in the serum of the venomed animals
may reveal the origin and severity of the injury in a tissue or organ such as the kidney
(Corréa et al., 1997; Pessini et al, 2001), and creatinine levels are changed. This
hypothesis can be strengthened with the histopathological analysis of the organs of
experimental animals receiving venom T. stigmurus, since the analysis of the relative
organ weights showed no significant difference when compared to the PBS group 6
(Fig. 1) and 24 h (Fig. 2). Severe histopathological changes in the liver and kidneys of
animals that received the Androctonus australis hector venom were observed and
characterized by edema associated with hemorrhage, necrosis, and infiltration of
inflammatory cells, changes these concomitant with a sharp increase in the enzymatic

metabolic activity of AST, urea, uric acid (Lamraoui et al., 2015).

Just as AST, ALT and creatinine, CK-MB and CK value present increased when
compared to the baseline group that only received PBS in 6h with statistical
significance. Correa et al. (1997) found high levels of CK in rats after receiving T.
serrulatus venom and Tityustoxina-l alone. Cordeiro et al. (2006) had serum levels of
CK-MB increased in dogs 6 h after envenoming by T. serrulatus and also found

elevated CK-MB in two of the five children admitted to the intensive care unit at the
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Hospital das Clinicas (UFMG) of which also showed a significant increase of CK and
ECG changes compatible with acute myocardial infarction (Amaral et al., 1991).

The observed results are suggestive of myocardial injury by TstV. Studies show
that cardiac changes result from the intense release of catecholamines by action of T.
serulatus venom in neuronal ion channels and adrenal gland (Freire-Maia and Ferreira,
1961; Henriques et al, 1968;. Possani et al., 1999) and that cause injury to induce
increased consumption of oxygen by myocytes. With this, there may occur hypoxia
and focal degeneration. Moreover, Fatani et al. (1998) investigated the participation of
kinins in the envenoming of rabbits by Leiurus quinquestriatus and found a high
correlation between plasma concentrations and cardiovascular changes. However,
confirmation of cardiac damage will be with the histopathological analysis of animal

hearts that received TstV.

Amylase levels in the serum of treated animals with TstV also showed increased
significantly in 6 hours compared to baseline of animals that received PBS. The
amylase is a high half-life enzyme that has reference values with wide range and can
present itself in increased inflammation of the pancreas (Brobst, 1997; Kramer and
Hoffmann, 1997). In cases of scorpion envenomation incidents in humans there are
reports of pancreatitis (Sankaran et al., 1983; POSSANI et al., 1992; Bucaretchi et al.,
1995; Fletcher et al., 1996; Cupo et al., 2003; Melo et al., 2004).

Novaes et al. (1982) show significant increases in amylase secretion and
change in the composition of pancreatic juice in anesthetized rats after injection of the
venom of T. serrulatus. The same author reports in 2002, histopathological changes
compatible with the diagnosis of pancreatitis. Confirmation of pancreatic injury will be
given with the result of the histopathological analysis of the organs of experimental

animals.

Besides the evaluation of biochemical parameters, organ harvesting was
performed and these same organs were weighed. The analysis of organs was
performed in an attempt to detect changes in the relative weight of the same, since the
edema is a hallmark of the scorpion, and the most studied is one that occurs in the
lungs because it is an important finding in fatalities. The genesis of pulmonary edema
is still controversial, and may be considered cardiogenic or inflammatory. The work

done by a few Brazilian groups evaluating the inflammatory origin of pulmonary edema
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were performed with the venom of T. serrulatus (De Matos et al., 2001; Freire-Maia e
De Matos, 2001; Freire-Maia et al., 1994; De Matos et al., 1997; Amaral et al., 1994).

It has been shown that the venom of T. serrulatus can be found in the
experimental lungs envenoming but, since there is a systemic inflammatory response
caused by the venom, both human (Magalhdes et al., 1999;. D'Suze et al, 2003;
Fukuhara et al. 2003; Revelo et al, 1996), as in the mouse (Petricevich and Pena,
2002; Pessini et al, 2003), it is difficult to know if the pulmonary inflammation is directly
induced by the venom when it reaches the lungs, or if systemic changes with the

production of various inflammatory mediators are responsible.

The results were decisive for the choice of dose for envenoming kinetics study
caused by T. stigmurus venom in experimental animals. As the venom was not able to
induce the migration of cells to the peritoneal cavity, nor difference was observed in
nitrite levels among the test groups and was not detected the presence of total protein
by the Bradford method, the biochemical parameters that showed significant
differences were used to select the dose to be used for the kinetics study. Therefore,
the dose 375 ug/kg TstV was chosen to be evaluated at times of 6 and 24 h.

It was verified that intraperitoneal injection venom was not able to induce the
migration of inflammatory cells into the peritoneal cavity at doses 125, 250 and 375
pg/kg TstV 6 h at a dose 375 pg/kg TstV 6 and 24 hr. Interestingly, other works carried
out with scorpion venom show that T. serrulatus scorpion venom is able to induce an
inflammatory response causing the release of inflammatory mediators in both patients
(Abdel-Haleem, 2006; D'Suze et al, 2003 ; Fukuhara et al, 2003) and in animal models
(De Matos et al., 1997;. Pessini et al. 2003; Petricevich and Pefa, 2002).

The mechanisms by which the toxins that compose the scorpion venom are able
to activate the immune system and induce an inflammatory reaction are not clear,
although some groups suggest hypotheses, such as the depolarization of the
peripheral nerve cells from the venom with the release neuropeptides such as
substance P, which bind to the tachykinin receptors (NK1) present on the surface of
inflammatory cells such as macrophages and mast cells, causing them to the
production and release of inflammatory mediators. Other works report that neurotoxins
have a direct action on ion channels present on the surface of immune cells, and such

channels may have an important role in the activation of lymphocytes and
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macrophages, participating in the release of cytokines, proliferation, elimination of
target cells, cell adhesion, chemotaxis and activation of inflammatory transcription
factors (Fialho et al, 2011;. de Matos et al., 2001; Matos et al., 1999; Perez et al.,
2009).

Despite the scorpion venom of T. stigmurus presents electrophoretic profile
similar to the venom of T. serrulatus, and serum produced against the venom of this
scorpion be able to recognize antigenic regions in TstV (Nishikawa et al., 1994;.
Becerril et al, 1996 ), besides presenting neurotoxins that interact with ion channels of
sodium and potassium with high similarity with toxins from T. serrulatus and these
toxins play a role in the immune response as previously mentioned, the venoms differ
among themselves, one of them is the greatest expression of potassium channel toxins
in the venom of T. stigmurus (Almeida et al., 2012) while there is an increased
expression of the sodium channel blocking toxins in T. serrulatus (Alvarenga et al.,
2012).

Even the scorpion venom being considered as pro-inflammatory agents (Adi-
Bessalem et al, 2008; Pessini et al., 2008), Haong et al. (2014) reported the analgesic
and anti-inflammatory Heterometrus laoticus venom and its fractions in animal models,
and in the tested fractions were identified two blocking toxins potassium channel. Thus,
the venom inability to induce cell the migration to the peritoneum can be explained by
the presence of some toxin with anti-inflammatory action as detected in the
aforementioned work, but tests are necessary to confirm this hypothesis. Studies with
T. fasciolatus venom also showed similar results to our data which no significant
difference between the group that received venom and purified water as the total
number of leukocytes in the blood (Pinto, 2009). The T. fasciolatus, and T. stigmurus
are medical importance scorpions, but associated to cases of envenoming of less

gravity when compared with the accidents that occur with T. serrulatus (Brazil, 2009).

Studies have shown that nitrite values are increased at 2 and 6 h after
envenomation with an LDso of scorpion T. serrulatus venom, in addition to a significant
increase of cytokines (IL-1a, IL-1p3, IL-6, IL -10 and interferon gamma) (Petricevich and
Pefia, 2002;). Nitrite is a marker of nitric oxide expired. NO is produced from the three
known isoforms of the enzyme nitric oxide synthetase action (nodes 1 and 3 -
constitutive and NOS 2 - inducible) and constitutionally expressed in various cells such
as nerve fibers (NOS 1a), endothelial cells (NOS 1b and NOS 3) and neutrophils (1c
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NOS) which produces NO under basal levels to control systemic and pulmonary
vascular tone, as well as in impulse transmission in central and peripheral neurons.
Already the inducible form of the enzyme (NOS 2) produces, many times, quantities of
NO greater than the constitutive form and its expression has been identified in
macrophages, lymphocytes, neutrophils, eosinophils, hepatocytes, endothelial cells,
mast cells, histiocytes and fibroblasts. The expression of NOS 2 is stimulated by
interferon gamma, bacterial endotoxin, TNFa, IL-1 and other interleukins, and inhibited

by IL-10, glucocorticoids and aminoguanidine (Christopher and Yoshida, 2002).

Severe envenoming induced by injection of venomous animals was associated
with higher serum levels of several cytokines and NO (Adi-Bessalem et al, 2012;
Petricevich, 2000; Petricevich and Pefia, 2002; Petricevich and Lebrun, 2005;
Raouraoua-Boukari et al., 2012). However our results don’t show significant difference
between the groups treated with PBS and TstV, therefore the detected nitrite
concentration may be related to production baseline for the maintenance of some

processes in the body (Christopher and Yoshida, 2002).

Analysis of cytokines in the serum of animals that received PBS and TstV was
also performed and it was observed that the venom of T. stigmurus was unable to
induce TNF-a increases in the time of 6 and 24 hours. TNF-a is a cytokine released
during the acute inflammatory response both patients envenomed by T. serrulatus
(Fukuhara et al., 2003) and mice which received the peritoneal cavity venom of T.
serrulatus in 4 h (Pessine et al., 2003). Contrary to what was observed in our study,
TNF-a concentration did not appear to be increased in 6 and 24 h. However, similar
results to ours was observed in a study by Fialho et al. (2011), who injected 200 pg/Kg
of venom of T. serrulatus in BALB/c mice and observed increase in TNF-a
concentration in serum only in 30 min and after 6 h TNF-a concentration was about 20

pg/mL.

To IL-10 may be noted the induction of an increase in the serum concentration
of the same in 6 h, although not being significant. The IL-10 release has been observed
in plasma venomed patients (moderate and severe cases) (Fukuhara et al. 2003;
MAGALHAES et al, 1999) as in moderate and severe envenomings models in
experimental animals (Petricevich and Pefia, 2002) showed a IL-10 concentration
similar to what was observed in our study in 6 h. Other Scorpions such as Centruroides

noxius and Androctonus australis hector, also belonging to Buthidae family induced an
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increase of IL-10 released (Petricevich, 2006; ADI-BESSALEM et al, 2008), which is
released mediator as part of regulatory mechanism that limits the damage when the

immune response is established (Moore et al., 2001).

After the bite, there are signs and symptoms of envenoming, which are varied
and range from local pain to severe systemic changes. In general, the clinical picture
depends on the severity of the accident. In the site of the bite, the signs and symptoms
most commonly observed in cases of envenoming with T. stigmurus are pain,
numbness, paresthesia, edema, and major systemic symptoms are vomiting,

sweating, headache and drowsiness (Guarnieri et al., 1996; Lira-da-Silva et al., 2000).

In general, cases of envenoming by T. stigmurus are slight. Data from
Toxicological Assistance Center of Pernambuco showed that between 2006 and 2010
victims who suffered bites T. stigmurus were children and independent of the time
elapsed for prognosis in most cases had mild symptoms, but there are reports of mild
cases that resulted in death by cardiogenic shock or pulmonary edema or severe
neurological symptoms (Albuquerque et al., 2013). Already in accidents in the Rio
Grande do Norte state between 2007 and 2011 96.48% were clinically classified as
mild; local manifestations were observed in 93.96% of patients and the mortality rate
was 0.058% (Barbosa, 2014).

Differences in the composition of the venom between animals of the same
species are common. Environmental factors related to predation, as plenty of food or
climate changes can be responsible for variations in the constitution of the venom of
these animals (Albuquerque et al., 2013; Guarnieri et al., 1996). Furthermore, the
amount of venom injected into the bite site, age, and susceptibility of the individual to
venom are factors that may explain the different signs and symptoms that determine
the degree of severity observed in cases of envenoming (Brasil, 2001; Cupo et al.,
2003; Lira-da-Silva et al., 2000).

4. Conclusion

As for the inflammatory potential of this venom, the results revealed that the was
not able to induce the migration of cells into the peritoneum of mice at 6 and 24 h, and

was not observed modification of nitrite levels in peritoneal washing, as well total
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proteins and TNF-a and IL-10. However, significant biochemical abnormalities were
observed as the increase in CK, CK-MB, AST, ALT, creatinine, amylase and uric acid,
indicative of organ damage, such as heart, liver, kidney and pancreas. TNF-a and IL-

10 had not increased in serum.

Overall, the present results and those reported by other investigators indicate that
the venom of different species of medical importance, although induce similar
responses may act through distinct mechanisms, thus justifying the investigation of the
responses induced by each of them. This would lead to a better understanding of
human response against powerful animal toxins and also give information in a more
rational pharmacological approach to relieving the signs and symptoms associated

with scorpionism.
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