PRISCILA GUIRAO LARA

EFEITO DO VENENO DE Tityus serrulatus EM CAMUNDONGOS
SELECIONADOS GENETICAMENTE PARA MAXIMA OU MINIMA

RESPOSTA INFLAMATORIA

Dissertacdo Apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo
Paulo, para Obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Area de concentracdo: Imunologia
Orientador: Dra. M6nica Spadafora Ferreira

Versao original.

Sao Paulo
2012



RESUMO

LARA, P. G. Efeito do veneno de Tityus serrulatus em camundongos selecionados
geneticamente para méxima ou minima resposta inflamatoria. 2012. 96 f. Dissertagdo
(Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2012,

O escorpionismo é considerado um problema mundial de satde publica, sendo a espécie
Tityus serrulatus a principal causadora de acidentes graves no Brasil. Os sintomas do
envenenamento abrangem desde dor local até reacBes sistémicas severas, como disfuncéo
cardiaca e edema pulmonar agudo, sendo este a principal causa de morte. A quantidade de
veneno inoculado, idade, condicdes fisicas e fatores genéticos das vitimas relacionam-se com
a gravidade dos sintomas apresentados pelos pacientes. Alguns grupos tém utilizado linhagens
de camundongos e ratos, tanto isogénicos quanto geneticamente selecionados como modelos
experimentais para o estudo da influéncia de fatores genéticos na resposta frente a venenos
animais. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar as alteragfes pulmonares
induzidas pelo veneno de Tityus serrulatus, em linhagens de camundongos geneticamente
selecionados para méxima (AIRmax) ou minima (AIRmin) resposta inflamatoria aguda, a fim
de verificar se fatores genéticos relacionados a resposta inflamatéria estdo envolvidos na
resposta ao veneno. Para avaliar a toxicidade do veneno de Tityus serrulatus (VTs) foi
determinada a DLsy e observou-se que os camundongos AIRmax e AIRmin sdo igualmente
susceptiveis ao veneno e os animais da linhagem BALB/c se mostraram mais resistentes.
Apos determinacdo da DLsp, 0s camundongos foram inoculados s.c. com uma dose subletal
do VTs e analisados em diferentes periodos. A analise histologica mostrou que o VTs foi
capaz de induzir alteracdes pulmonares como: edema e hemorragia alveolar nas linhagens
AlIRmax, AIRmin e BALB/c nas duas primeiras horas, sendo mais significativas nos pulmdes
dos camundongos AIRmax. A quantificacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) mostrou
gue o0 veneno é capaz de induzir a migracdo de neutrofilos para o pulmao, com acumulo mais
significativo nos camundongos AIRmax em relacéo as linhagens AIRmin e BALB/c. N&o foi
possivel observar alteracGes na permeabilidade vascular pulmonar apés a inoculacéo do VTs.
Na analise fenotipica do infiltrado inflamatorio pulmonar, foi observado um aumento mais
significativo das células Ly6G'/CD11b" e F4/807/CD11b* nos pulmdes dos camundongos.
Foram detectadas precocemente citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-6 e TNF-a) e
qguimiocinas (KC, MIP-18, MIP-2, MCP-1, RANTES, GM-CSF) nos pulmdes dos
camundongos AIRmax e AIRmin. Com isso, os resultados demonstraram que o veneno do
escorpido T. serrulatus é capaz de causar uma resposta inflamatoria pulmonar aguda, mais
exacerbada nos camundongos da linhagem AIRmax em relacdo a AIRmin, sugerindo que a
resposta inflamatdria causada pelo veneno é modulada por fatores genéticos selecionados
nestas linhagens.

Palavras-chave: Inflamagdo. Camundongos. Células. Citocinas. Veneno de origem animal.
Escorpides.



ABSTRACT

LARA, P. G. Effect of Tityus serrulatus venom in mice genetically selected for maximal
or minimal inflammatory response. 2012. 96 p. Masters thesis (Immunology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2012.

The scorpionism is considered a public health problem worldwide, being the species Tityus
serrulatus the main cause of accidents in Brazil. Symptoms of envenomation range from local
pain to severe systemic reactions such as cardiac dysfunction and pulmonary edema, which is
the leading cause of death. The amount of venom inoculated, age, physical conditions and
genetic background of the victims are related to the severity of symptoms reported by
patients. Several groups have used strains of mice and rats, both inbred and genetically
selected as experimental models to study the influence of genetic factors in the response
against animal venoms. Thus, this study aimed to evaluate the action of Tityus serrulatus, in
the lung inflammation in strains of mice genetically selected for high (AIRmax) or low
(AIRmin) acute inflammatory response to observe if genetic factors are involved in the
response to the venom. To evaluate the toxicity of Tityus serrulatus venom (TsV) the LDs
was determined and it was observed that AIRmax and AIRmin mice were equally susceptible
to the venom while BALB/c mice were more resistant. After determining the LDsp, mice were
inoculated s.c. with a sublethal dose of TsV and analyzed in different periods. Histological
analysis of lung showed that the TsV was able to induce pulmonary changes such as edema,
alveolar hemorrhage in AIRmax, AIRmin and BALB/c mice in the first two hours, decreasing
4 and 8 hours after venom inoculation, being the most significant changes in the lungs of mice
AlIRmax. The measurement of myeloperoxidase activity (MPO) showed that the venom is
capable of inducing migration of neutrophils into the lung, with most significant accumulation
in AIRmax mice compared to AIRmin and BALB/c strains. It was not possible to observe
changes in pulmonary vascular permeability after VTs inoculation. The phenotypic analysis
of the lung inflammatory infiltrate showed a larger increase of Ly6G'/CD11b* and
F4/807/CD11b" cells in the lungs of both strains of mice. Proinflammatory cytokines (IL-1p,
IL-6 and TNF-a) and chemokines (KC, MIP-1f3, MIP-2, MCP-1, RANTES, GM-CSF) were
detected early in the lungs of AIRmax and AIRmin mice. Thus, the results demonstrated that
T. serrulatus scorpion venom was able to cause an acute pulmonary inflammatory response,
further exacerbated in AIRmax mice in relation to AIRmin, suggesting that the inflammatory
response caused by this venom is modulated by genetic factors, which were selected in these
lines.

Keywords: Inflammation. Mice. Cells. Cytokines. Animal venom. Scorpions.
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1 INTRODUCAO



1.1  Epidemiologia e caracteristicas dos escorpifes

O escorpionismo representa um problema mundial de saude publica, sendo que
aproximadamente 1,2 milhdes de acidentes ocorrem anualmente, com mais de 3.250
6bitos/ano (CHIPPAUX; GOYFFON, 2008). Segundo os autores sdo escassos 0s dados
epidemioldgicos sobre o escorpionismo no mundo e ha uma variagdo geografica consideravel
na incidéncia e severidade dos acidentes. No Brasil, dentre os acidentes causados por animais
peconhentos, 0 escorpionismo € o que mais vem crescendo ao longo dos anos, segundo dados
do Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacfes, do Ministério da Saude (Figura 1).

Figura 1 - Notifica¢Oes de acidentes por animais pegonhentos no Brasil
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Numeros de acidentes de 2007 a 2011, classificados pelo tipo de animal.
FONTE: Adaptado de SINAN — Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacdes (2012)

Os dados epidemiolégicos do escorpionismo estdo relacionados com a distribuicéo
geogréafica das diferentes espécies. Globalmente sdo conhecidas cerca de 1.500 espécies, com
ampla distribuicéo, tendo representantes da ordem Scorpiones em todos 0s continentes, com
excecdo da Antértica (Figura 2) (CHIPPAUX; GOYFFON, 2008; LOURENCO;
CLOUDSLEY-THOMPSON, 1996; SISSOM, 1990).



Figura 2 - Distribuicdo mundial dos escorpides
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FONTE: Modificado de Chippaux e Goyffon (2008).

Os escorpides sao artropodes quelicerados (subfilo Chelicerata) pertencentes a classe
dos aracnideos (SISSOM, 1990). Eles sdo facilmente reconhecidos por sua aparéncia
caracteristica, possuem o corpo segmentado em duas partes: o cefalotérax (prossoma), onde
se inserem lateralmente quatro pares de patas e na porcao anterior é encontrado um par de
pedilpalpos, modificados em pinga (utilizados para a deteccdo e captura de presas) e um par
de queliceras (utilizadas para a manipulacdo do alimento); o abdome que é dividido em
mesossoma e metassoma (cauda), seguido pela vesicula ou télson, onde se localiza a glandula
de veneno, terminando no aguilhdo, o qual possui em seu apice dois orificios por onde o
veneno € inoculado (Figura 3) (LOURENCO; VON EICKSTEDT, 2009).



Figura 3 - Morfologia geral dos escorpides

pr = prossoma, ch = queliceras, p = pedipalpo, ms = mesossoma, mt = metassoma, pe = patas, ve =
vesicula, a = aguilh&o.
FONTE: Lourenco e Von Eickstedt (2009).

As principais espécies de escorpides de importancia médica fazem parte da familia
Buthidae e pertencem a quatro géneros: Androctonus e Leiurus (Africa do Norte e Oriente
Médio), Centruroides (México e Estados Unidos) e Tityus (América do Sul e Trinidad). Séo
descritas aproximadamente 550 espécies da Familia Buthidae, sendo apenas 25 delas capazes
de causar acidentes graves ou fatais (LOURENCO; VON EICKSTEDT, 2009). O género
Tityus é o maior deles com cerca de 170 espécies conhecidas (BORGES et al., 2010).

No Brasil estdo descritas 4 familias, abrangendo 15 géneros e 86 espécies de
escorpibes, sendo do género Tityus os principais escorpifes causadores de envenenamento
humano grave (LOURENCO; VON EICKSTEDT, 2009).

A maioria dos acidentes relaciona-se a espécie Tityus serrulatus (Figura 4) (revisado
por COLOGNA et al., 2009), conhecida pela sua coloracdo amarela caracteristica, podendo
atingir cerca de 7 cm de comprimento. As fémeas sdo capazes de se auto-reproduzir por
partenogénese, forma de reproducdo assexuada, a qual ocorre sem a necessidade da

fecundacdo do gameta masculino. A espécie T. serrulatus possui alta plasticidade ecoldgica e



razodvel capacidade de distribuicdo, podendo ser encontrados na maioria dos ambientes
terrestres como florestas tropicais, pradarias, savanas, florestas temperadas, cavernas e
montanhas (revisado por COLOGNA et al., 2009). Essa especie é conhecida como
oportunista, pois, se adapta muito bem em ambientes modificados pela agdo do homem, como
em areas de expansao urbana sem planejamento, com falta de saneamento bésico e problemas
de coleta de lixo, onde se acumulam baratas e outros insetos, que servem de alimento aos
escorpides (LOURENCO; VON EICKSTEDT, 2009).

Figura 4 - Escorpido da espécie Tityus serrulatus

FONTE: Brasil (2009).

No Brasil os escorpides da especie Tityus serrulatus podem ser encontrados nos
Estados de Minas Gerais, Bahia, Ceara, Pernambuco, Sergipe, Piaui, Rio Grande do Norte,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Tocantins,
Goias, Distrito Federal e foram introduzidos no Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
devido a sua alta plasticidade ecoldgica (Figura 5). A area de distribuicdo geografica dos
escorpides dessa espécie vem crescendo nas Ultimas décadas, sendo esse um fato preocupante
ja que os acidentes causados por eles sdo os que mais levam ao 6bito no pais (BORGES et al.,
2010; BRASIL, 2009; SOUZA et al., 2009).



Figura 5 - Distribuicdo geogréfica dos escorpifes da espécie Tityus serrulatus no Brasil

FONTE: Lara (2012).

Os acidentes escorpidnicos sdo caracterizados por um conjunto de sintomas clinicos,
cuja gravidade relaciona-se diretamente a espécie causadora do acidente, a quantidade de
veneno inoculado, idade e condicdes fisicas e fisioldgicas das vitimas. (CUPO; AZEVEDO-
MARQUES; HERING, 2009; revisado por PETRICEVICH, 2010).

1.2 Quadro clinico do escorpionismo e tratamento

Os envenenamentos por escorpides abrangem sintomas desde dor local até reacGes
sistémicas severas levando & morte quando ndo sdo devidamente tratadas (CUPO et al., 1994).
As picadas atingem predominantemente 0s membros superiores, acometendo méaos e
antebracos.

Os sintomas se iniciam dentro de poucos minutos apds a picada e normalmente
progridem até a maxima severidade dentro de aproximadamente cinco horas. Durante este
periodo, a massiva liberacdo de neurotransmissores resulta em sudorese, nduseas e vomitos
(MEBS, 2002). Tais sintomas neuroldgicos sdo em sua maioria devidos a liberacdo de
catecolaminas das glandulas adrenais ou de acetilcolina dos neurdnios parassimpaticos pos-
ganglionares (FREIRE-MAIA; PINTO; FRANCO, 1974). Outros sintomas secundarios sao

observados, sendo 0s mais comuns: midriase, nistagmo, hipersalivacdo, disfagia e
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inquietacdo, nos casos mais graves, 0s pacientes apresentam sintomas envolvendo o sistema
nervoso central, estimulacdo do sistema nervoso autbnomo e ocasionalmente falha respiratoria
e cardiaca, podendo levar ao 6bito. Os acidentes podem ser classificados de acordo com as
manifestacdes clinicas, em leves, moderados e graves: (CUPO et al., 1994; FUNASA, 2001).

a) acidentes leves, nos quais a dor local estd freqlientemente presente, podendo ocorrer

vOmitos, taquicardia e agitac&o;

b) acidentes moderados onde se observam reacdes locais e também manifestaces

sistémicas como transpiracdo, nauseas, vomitos, taquicardia, taquipnéia e hipertensao;

c) acidentes graves, caracterizados por manifestacbes sistémicas intensas, como

hipertensdo arterial, taquipnéia e hiperpnéia, taquicardia e bradicardia, sudorese

profunda, vomitos profusos, salivacdo excessiva, alternancia entre agitacao e exaustao,
convulsdes, podendo evoluir para choque cardiaco e edema agudo de pulméo, causas
mais freqlientes de ébito.

Devido a diversidade das espécies e dos diferentes sintomas por elas apresentados, 0s
dados relativos a classificacdo clinica dos acidentes escorpinicos estdo sendo revistos por um
grupo de especialistas no assunto com o objetivo de criar um consenso mundial (KHATTABI
etal., 2011).

O edema pulmonar € a principal causa de morte por envenenamento causado por T.
serrulatus, especialmente em criangas. S&8o sugeridos dois mecanismos responsaveis pela
inducdo do edema pulmonar sendo eles um de origem cardiogénica, pelo qual ocorre
disfuncdo cardiaca ventricular esquerda e o de origem ndo-cardiogénica, pela possivel
liberacdo de mediadores inflamatérios por meio da ativacdo da resposta inflamatoria e
subsequiente aumento da permeabilidade vascular (BENVENUTI; DOWTTS; CARDOSO,
2002; revisado por COLOGNA et al., 2009; FREIRE-MAIA; CAMPQOS, 1989; GUERON;
ILIA, 1996; MATOS, et al., 1999b; PERES et al., 2009; SEVERINO et al., 2009).

Os casos de envenenamentos humanos ddo evidéncias da origem cardiogénica e néo
cardiogénica do edema pulmonar, como o relato da ocorréncia de edema em seis criangas com
idade entre trés e nove anos, envenenadas por T. serrulatus, com a ocorréncia de dois 6bitos
(AMARAL; RESENDE; FREIRE-MAIA, 1993). Dos seis pacientes, quatro demonstraram
disfuncéo sistolica ventricular esquerda e dois deles tinham modificacGes eletrocardiogréaficas
compativeis com injaria e isquemia miocérdica. Estes achados sugerem que o
comprometimento cardiaco possa ter contribuido para a patogénese do edema pulmonar
nestes pacientes. No entanto, evidéncias radiologicas, ecocardiograficas e patoldgicas

indicaram também um aumento da permeabilidade vascular pulmonar como um mecanismo
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patogénico e no exame patoldgico do pulmao de um dos pacientes, mostrou alteragdes macro
e microscopicas compativeis com edema pulmonar agudo de origem ndo cardiogénica.

Em estudo comparativo entre a severidade dos casos de envenenamento causados por
escorpides de diferentes espécies foi observado que os acidentes provocados por escorpides
da espécie T. serrulatus foram aproximadamente 26 vezes mais freqlientes do que o0s
acidentes causados pela espécie T. bahiensis (BUCARETCHI et al., 1995). No mesmo estudo
foi relatado o caso de uma crianca de 2 anos severamente envenenada por T. serrulatus, a qual
apresentou sintomas clinicos como, vémitos, sudorese profusa, prostracdo, hipotermia,
palidez, hipertonia dos membros superiores, hipertensdo arterial, taquicardia e taquipnéia.
Apo6s 7 horas da admissdo no sistema de saude o paciente desenvolveu edema agudo
pulmonar e queda na funcdo sistolica ventricular esquerda. O exame de raio-X demonstrou
edema pulmonar bilateral sem aumento cardiaco e apds 65 horas do acidente o paciente
entrou em 6bito decorrente da lesdo pulmonar aguda associada a falha cardiaca.

Outros casos fatais relatam achados como edema e congestdo cerebral, aumento do
volume pulmonar com edema alveolar, hemorragia, aumento da consisténcia e do infiltrado
de células polimorfonucleares no pulméo e modificacdes miocardicas com edema intersticial
e infiltrado inflamatdrio (CUPO et al., 1994).

Algumas altera¢fes bioquimicas também sdo observadas, tanto em pacientes quanto em
modelos experimentais, como a liberagdo massiva de angiotensina-Il, aumento de marcadores
de funcdo hepatica, como aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e gama-
glutamil transferase. Ocorre também hiperamilasemia, leucocitose, policitemia, hiperglicemia,
que é causada pelo aumento da secrecdo de cortisol e diminui¢cdo dos niveis de insulina.
Também foi observado em pacientes, alteracBes nos niveis plasmaticos de cininas
(bradicinina e calicreina), sugerindo que tais componentes podem estar envolvidos na
patogénese do envenenamento humano (CORREA et al., 1997; D’SUZE et al., 2003;
FUKUHARA et al., 2004; revisado por PETRICEVICH, 2010; RIBEIRO et al., 2010).

Além dos sintomas clinicos e alteracBes bioquimicas 0s pacientes severamente
envenenados por escorpides apresentam um aumento significativo nos niveis plasmaticos de
mediadores inflamatdrios como IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-0, RANTES,
GM-CSF e NO, pouco tempo apds 0 envenenamento e a presenga desses mediadores no soro
pode estar diretamente relacionada com as manifestacbes fisiopatologicas (ABDEL-
HALEEM et al., 2006; D’SUZE et al., 2003; FUKUHARA et al., 2003; SOFER et al., 1996).

Embora ainda existam controveérsias na literatura acerca do uso da soroterapia para 0

tratamento de acidentes causados por animais peconhentos, no Brasil existe um consenso
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sobre o efeito benéfico e eficaz desta terapéutica, sendo indicado até mesmo nos casos em que
0 paciente chega tardiamente ao hospital (CUPO; AZEVEDO-MARQUES; HERING, 2009).

Para o tratamento de acidentes moderados e graves causados por escorpides é feita a
administracdo endovenosa dos soros anti-escorpiénico ou polivalente anti-aracnidico, sendo
iniciado o mais cedo possivel para que se torne mais eficaz, ja que as toxinas do veneno sdo
rapidamente difundidas do local da picada para os 6rgdos alvos. Apds a utilizacdo do anti-
veneno, sdo observadas as condic@es vitais gerais dos pacientes, principalmente criangas ou
aqueles que apresentam quadro severo de envenenamento com manifestagdes clinicas
sistémicas.

A dor local e os vomitos melhoram pouco tempo ap6s a administracdo do soro especifico
devido a rapida neutralizacdo dos antigenos circulantes pelos altos titulos de anticorpos. Em
casos onde 0 paciente apresenta alteracfes cardiovasculares e pulmonares a soroterapia pode
ser insuficiente, sendo necessarios cuidados adicionais, como a utilizacdo de
eletrocardiograma para acompanhar as alteragdes cardiacas, e em pacientes com edema
pulmonar agudo podendo ser necessaria a ventilacdo artificial mecanica. (revisado por
COLOGNA et al., 2009; CUPO et al., 1994; FREIRE-MAIA; CAMPOS, 1989; AMARAL;
RESENDE; FREIRE-MAIA, 1993; FUNASA, 2001; REZENDE et al., 1995).

Em casos leves, nos quais ocorre apenas dor local, a infiltracdo de anestésico é
frequentemente utilizada, no entanto, a dor intensa, acompanhada de hipertermia, também é
tratada com a administracdo endovenosa de dipirona (revisado por COLOGNA et al., 2009;
FUNASA, 2001; REZENDE et al., 1995).

Apesar da comprovada eficacia da soroterapia, para 0s acidentes com animais
peconhentos, alguns grupos estudam maneiras de aperfei¢oar e melhorar tal terapia. Chavez-
Olortegui et al. (1997) identificaram e descreveram no veneno de T. serrulatus um peptideo
ndo tdxico, porém, imunogénico chamado TSTNXP (proteina ndo tdxica de Tityus serrulatos).
Anticorpos produzidos contra esse peptideo foram capazes de neutralizar efetivamente os
efeitos letais do veneno, minimizando os problemas éticos na inoculagdo de proteinas toxicas
e utilizacdo de cavalos. O mesmo grupo mostrou gue a imunizagcdo com uma combinacéo de
peptideos desta mesma proteina foi capaz de proteger camundongos desafiados com uma dose
letal do veneno (DUARTE et al., 2010). Recentemente, Pucca et al. (2012) desenvolveram
anticorpos monoclonais humanizados capazes de neutralizar parcialmente os efeitos
bioguimicos e imunolégicos causados pelo veneno de T. serrulatus, como uma tentativa de

diminuir as reac6es anafilaticas ocorridas pela utilizacdo de soros heterélogos.
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Os sintomas apresentados por pacientes envenenados por escorpides estdo diretamente
ligados a composic¢do do veneno (CUPO; AZEVEDO-MARQUES; HERING, 2009).

1.3 Composic¢ao do veneno

Os venenos de escorpides consistem de uma mistura de compostos
farmacologicamente ativos, principalmente proteinas e peptideos. Tais proteinas sao
geralmente de baixo peso molecular e com ponto isoelétrico variando entre 8,0 e 9,0
(MIRANDA; ROCHAT; LISSITZKY, 1964). Outra caracteristica € que a maioria destas
toxinas contém de 60-66 residuos de aminoacidos e quatro pontes dissulfeto (ROCHAT et al.,
1976).

Grande parte das toxinas isoladas de venenos de escorpides atua sobre canais i0nicos,
como os de sédio (Na*), potassio (K*), calcio (Ca®*) e cloro (CI) que estdo presentes em
diferentes tipos celulares como neurdnios, células musculares e células do sistema imune,
sendo essenciais para a manutencdo do equilibrio eletrolitico do organismo. Tais canais séo
responsaveis pela geracdo de sinais eléetricos para formacdo e propagacdo do potencial de
acdo, necessarios para conducdo do impulso nervoso, batimentos cardiacos, secrecdo
hormonal, funcdo renal e ativagdo de células do sistema imune, além de participar das vias de
transducdo de sinal intracelular dependentes de calcio (CATTERALL et al., 2007). Assim, 0s
efeitos causados pelo veneno de escorpido, tais como febre, agitacdo psicomotora, salivacao,
aumento da mobilidade do trato gastrointestinal, arritmias cardiaca e respiratoria, hipertensao
arterial seguida de hipotensdo, faléncia cardiaca e edema pulmonar certamente estdo
relacionados com toxinas que atuam sobre canais idnicos (CUPO, AZEVEDO-MARQUES;
HERING, 2009).

As diversas toxinas isoladas de diferentes espécies de escorpides sdo classificadas de
acordo com a sua acdo farmacoldgica, suas caracteristicas estruturais da familia de peptideos
gue as compBem, sua estrutura, mecanismo de acdo e os sitios de ligacdo nos diferentes canais
(BECERRIL; MARANGONI; POSSANI, 1997; MOUHAT et al., 2004; POSSANI et al.,
2000; POSSANI et al., 1999; TYTGAT; CHANDY; GARCIA, 1999). Assim, as toxinas que
possuem cadeia longa ¢ agem sobre canais de sodio foram subdivididas em o e - toxinas. As
a-toxinas induzem o prolongamento do potencial de acdo de nervos e musculos por meio da

rapida inativagdo do canal, ja as B-toxinas induzem uma mudanca para potenciais de
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membrana mais negativos através da ativacdo do canal (JOVER; COURAUD; ROCHAT,
1980; WHEELER; BARHANIN; LAZDUNSKI, 1982).

No Brasil, 0 veneno do escorpido T. serrulatus, foi fracionado pela primeira vez na
década de 1960, resultando em duas fragdes toxicas, uma das quais chamada “Titiustoxin ou
TsTx” sendo parcialmente caracterizada (GOMEZ; DINIZ, 1966). Estudos subseqiientes
realizados por Toledo e Neves, (1976) culminaram na purificacdo de mais duas toxinas
nomeadas como TsTx | e TsTx Il. Trabalhos de Possani e colaboradores (1977, 1981) deram
continuidade aos estudos de fracionamento do veneno de T. serrulatus, com o isolamento de
cinco proteinas tdxicas e posteriormente a purificacdo de dez fragGes, sendo quatro das quais,
parcialmente sequenciadas. Atualmente muitas toxinas tém sido isoladas dos venenos de
escorpiBes com o objetivo de identificar os principais componentes responsaveis pelos efeitos
observados no envenenamento (revisado por COLOGNA et al., 2009; GAZARIAN et al.,
2005; revisado por PETRICEVICH, 2010).

Dentre as toxinas, que agem em canais de sddio, isoladas do veneno de T. serrulatus, a
Tsl ou TsTX-l, € a principal toxina, correspondendo a cerca de 15% do veneno soluvel
(PESSINI et al., 2001). Sua acdo sobre membrana de nervo periférico da ra Xenopus laevis,
despolarizou a membrana e induziu atividade espontanea que regride em poucos minutos,
com liberagcdo de catecolaminas, aumento da pressdo arterial e liberagcdo de dopamina e
glutamato (FERNANDES et al., 2004; JONAS et al., 1986; MASSENSINI et al., 1998;
VASCONCELOS et al., 2005). Como outros exemplos podem ser citadas as toxinas Ts2, Ts3
e Tsb, sendo esta ultima, uma a-toxina altamente toxica (revisado por COLOGNA et al.,
2009; GONCALVES et al., 2003).

Outra classe de toxinas sdo as que atuam sobre canais de potassio (K*). Presente nos
venenos dos escorpides brasileiros de interesse médico, T. serrulatus, T. bahiensis e T.
stigmurus, a chamada Butantoxina mostrou bloquear canais de potassio de maneira reversivel
e inibir a proliferacdo de células T e producédo de IL-2 (HOLADAY et al., 2000). Um bom
exemplo desta classe de toxinas é Ts7 ou TsTX-Ka, obtida do veneno de T. serrulatus, que
age como um potente e seletivo bloqueador de canais de K* dependentes de voltagem em
neurdnios de mamiferos em cultura (ECCLES et al., 1994). Outras toxinas atuantes em canais
de potassio, também isoladas de T. serrulatus, séo Ts6, Ts8 e Ts9 (revisado por COLOGNA
et al., 2009). As toxinas, isoladas de venenos de escorpifes, com agdo sobre estes canais, tem
sido sugeridas, para uso em processos de tratamento de cancer, vacinas entre outros (revisado
por PETRICEVICH, 2010).
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Além das toxinas que agem em canais idnicos, 0s venenos de escorpido possuem
outras proteinas como enzimas proteoliticas, tais como hialuronidases (POSSANI et al.,
1977). Esta enzima responsavel pela dispersdo do veneno pelos tecidos foi isolada do veneno
de T. serrulatus (PESSINI et al., 2001). Um estudo comparativo do veneno de diversos
géneros de escorpido demonstrou a presenca de tais enzimas (TAN; PONNUDURAI, 1992).
Foram isoladas dos venenos de T. serrulatus e T. bahiensis enzimas com atividade
proteolitica, classificadas como serinoproteinases (ALMEIDA et al., 2002). Foi também
isolada do veneno de T. serrulatus uma metaloproteinase capaz de clivar seletivamente as
proteinas SNAREs (sinaptobrevinas) como a VAMP2 (proteina de membrana associada a
vesicula), dentro do tecido pancreético. Essas proteinas SNAREs estdo localizadas na
membrana celular e sdo essenciais para o transporte seletivo entre 0s compartimentos
celulares. A acdo da metaloproteinase do veneno sobre essas proteinas faz com que elas
percam suas funcdes impedindo, entdo, que o0 pancreas secrete seus produtos e exerga sua
funcdo normal. Ha, portanto uma relacdo entre essa metaloproteinase presente no veneno e o
desenvolvimento de pancreatite em alguns pacientes envenenados (FLETCHER et al., 2009).

Ferramentas protebmicas tém contribuido muito nos estudos com objetivo de melhor
identificar a composicao dos venenos de escorpides, a diversidade das toxinas e até mesmo
auxiliando na caracterizacdo de novas familias de peptideos, que podem estar intimamente
relacionados aos efeitos demonstrados nos envenenamentos (RATES et al., 2008). Um
exemplo desses peptideos sdo as hipotensinas, presentes no veneno de T. serrulatus que
exercem seu efeito anti-hipertensivo de maneira dependente de Oxido nitrico (NO) e
independente da enzima conversora de angiotensina (ACE) (VERANO-BRAGA et al., 2008).

1.4 Veneno e toxinas de escorpido e a resposta inflamatoria

Os mecanismos pelos quais as toxinas que compdem 0s venenos de escorpido séo
capazes de ativar o sistema imunol6gico ainda ndo estdo claros, embora diversos grupos
sugiram duas possiveis hipéteses: a) Devido a despolarizacdo das células nervosas pelo
veneno, ocorre a liberacdo de neuropeptidios, como a substancia P, que se ligam ao seu
receptor NK1 (receptor de taquicininas) presente na superficie de células inflamatorias, como
macrofagos e mastocitos levando-os a producdo e liberacdo de mediadores inflamatoérios; b)
As neurotoxinas exercem acdo direta nos canais ibnicos presentes na superficie das células
imunes, e tais canais podem ter um papel importante na ativacdo de macrofagos e linfécitos,

participando da liberacdo de citocinas, da proliferacdo, da eliminacdo de células alvo, da
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adesdo celular, da quimiotaxia e da ativagdo de fatores de transcri¢do inflamatérios (DE-
MATOS et al., 2001; FIALHO et al., 2011; MATOS et al., 1999b; PERES et al., 2009).
Alguns estudos ddo suporte a hipdtese da acdo dos neuropeptidios (substancia P) sobre os
receptores NK1, onde se observou uma diminuicdo da permeabilidade vascular e da injdria
pulmonar e maior sobrevida dos animais pré-tratados com o antagonista do receptor NK1.
Dessa forma demonstrou-se que a ligagéo entre 0 envenenamento e as alteragcdes pulmonares
seja consequéncia da habilidade das toxinas, que comp&em o veneno, de induzir a liberacéo
de neuropeptidios (MATOS et al., 19993, b).

O veneno de T. serrulatus é capaz de induzir uma resposta inflamatéria sistémica
ocasionando a liberagdo 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 experimentais (DE MATOS et al., 1997; PESSINI et al., 2003; PETRICEVICH,;
PENA, 2002).

As alteracdes pulmonares causadas apds 0 envenenamento sdo as principais causas de
Obito entre os pacientes, sendo assim alvo de estudo. Essas alteracbes podem ser
caracterizadas por infiltrado de células mono e polimorfonucleares (CORREA et al., 1997;
PERES et al., 2009). O acumulo de neutrofilos no pulmao apos a administragdo do veneno em
camundongos é consequéncia da liberagdo de quimiocinas como a KC, citocina indutora de
quimio-atracdo de neutrofilos, sendo sua producdo dependente de PAF (do inglés Platelet
Activating-factor), fator ativador de plaquetas. Além disso, 0 veneno é capaz de causar
neutrofilia no sangue e consequente diminuicdo dessa populacdo celular na medula 0Ossea,
também de maneira dependente de PAF (BORGES et al., 2000; COELHO et al., 2007). A
migracao de leucdcitos para a periferia e para o tecido também é mediada pela interacdo entre
as moléculas de adesdo expressas nos leucdcitos e nas células endoteliais, e a expressdo de
tais moléculas é regulada por citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas (LUSTER, 1998).
Observou-se que PAF e NO podem ser produzidos localmente e que ambos estdo envolvidos
na inducdo do edema de pata com infiltrado de neutrofilos ap6s administragdo do veneno
(SEVERINO et al., 2009).

Outro estudo demonstrou que mastocitos também desenvolvem um papel importante
na formacdo do edema pulmonar induzido pelo veneno de T. serrulatus (DE-MATOS et al.,
2001). De maneira contraria, Zuliani et al. (2011) demonstraram que 0 veneno é capaz de
causar um forte edema pulmonar de maneira independente da ativacdo de mastocitos e que

essas células ndo sdo ativadas diretamente pelo veneno.
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Alguns estudos também tém mostrado a presenca de enzimas proteoliticas capazes de
ativar o sistema complemento, importante no contexto do processo inflamatério, podendo
diretamente contribuir para a fisiopatologia do envenenamento (BERTAZZI et al., 2003).
Existem evidéncias de que o Sistema Complemento também pode estar relacionado com o
processo inflamatério sistémico provocado pelo veneno em camundongos, através do
aumento da atividade litica do soro apos incubacdo com o veneno, alteracdes na mobilidade
eletroforética do componente C3 e do fator B e pela inducéo de quimio-atracdo de neutrofilos
(BERTAZZI et al., 2003, 2005).

Estudos realizados in vitro, com macréfagos peritoneais de camundongos estimulados
com o VTs e alguns de seus constituintes, sugerem um possivel efeito imunomodulador do
veneno, demonstrando ser capaz de ativar macrdéfagos para que liberem citocinas pro-
inflamatorias como IL-1a, IL-1B, IL-6 e TNF-a, ou anti-inflamatoria como IL-10, e também
reativos intermediarios do oxigénio como NO e H,O, (PETRICEVICH et al., 2007, 2008).
Zoccal et al., (2011) também observaram que o veneno total de T. serrulatus e algumas
fragbes (Tsl, Ts2 e Ts6) sdo capazes de ativar in vitro macrofagos murinos, estimulando a
producdo de oxido nitrico (NO), IL-6 e TNF-a. Porém, quando as células eram estimuladas
com LPS, a fragdo Ts2 foi capaz de inibir a producéo de tais mediadores e induzir a produgédo
de IL-10, demonstrando mais uma vez, o possivel efeito imunomodulador do veneno de T.
serrulatus. Outro estudo in vitro mostrou que 0s venenos de escorpifes do género Tityus sdo
capazes de ativar neutréfilos humanos, levando a liberacdo de espécies reativas do oxigénio
(ROS) (BORGES et al., 2011).

Recentemente, foi demonstrado que o veneno de T. serrulatus é capaz de induzir o
recrutamento de células no sistema imune para 6rgéos linfoides como, baco e linfonodo e para
outros locais como peritdnio e sangue. O veneno também aumentou 0s niveis de citocinas
séricas como, TNF-a e IL-6 pouco tempo apos a administracdo e de 1L-10 mais tardiamente,
indicando que o veneno é capaz de induzir uma resposta inflamatéria aguda imediata
(FIALHO et al., 2011).

1.5 Influéncia genética na resposta inflamatdria frente a venenos animais

As variagdes na severidade e nas manifestagdes clinicas apresentadas pelos pacientes
em resposta a venenos animais relacionam-se tanto com as diferentes caracteristicas do
animal, produtor do veneno, quanto dos pacientes envenenados. Com relacdo aos animais as

caracteristicas podem ser: género, localizacdo geogréafica, sexo, habitos alimentares e variacéo
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individual podendo influenciar na toxicidade do veneno. Ja as caracteristicas relacionadas aos
pacientes incluem: idade, sexo, fatores genéticos, condicdes fisioldgicas e imunoldgicas.
Porém, pouco se sabe sobre a influéncia desses aspectos nas manifestacGes clinicas e na
severidade dos envenenamentos (PADILLA et al., 2003).

Diversos grupos utilizaram linhagens de camundongos e ratos, tanto isogénicos quanto
geneticamente selecionados como modelos experimentais para os estudos de venenos de
serpente (CARNEIRO et al., 2008; LIMA et al., 1991), aranhas (TAMBOURGI et al., 1998) e
escorpides (PADILLA et al., 2003; PETRICEVICH; PENA, 2002; KRIFI et al., 1998), na
tentativa de investigar e esclarecer a susceptibilidade a esses venenos animais.

Petricevich e Pefia em 2002 investigaram a susceptibilidade de diversas linhagens de
camundongos isogénicos (A/J, BALB/c, C57BL/6 e DBA) ao veneno de T. serrulatus e
observaram que h& diferencas na dose letal (DLsy) e sintomas apresentados apos
administracdo do veneno.

Para avaliar o impacto do controle genético da imunidade ndo especifica na
susceptibilidade a doencas autoimunes, como artrite (VIGAR et al., 2000), tumorigénese (DE
FRANCO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2005), doencas infecciosas (ARAUJO et al., 1998;
BORREGO et al., 2006) e venenos animais (CARNEIRO et al., 2002, 2008; RAMOS et al.,
2004) vem sendo utilizadas linhagens de camundongos geneticamente selecionadas para
méaxima (AIRmax) ou minima (AIRmin) resposta inflamatoéria aguda.

As linhagens AIRmax e AIRmin foram desenvolvidas a partir da selecdo geneética
bidirecional partindo de uma populacdo geneticamente heterogénea (Fo) derivada do
intercruzamento de oito linhagens isogénicas (A/J, DBA/2J, P/JJ, SWR/J, CBA/J, SJL/J,
BALB/cJ e C57BI/6J). O fenétipo escolhido para a selecdo foi baseado na resposta
inflamatoria aguda (AIR, do inglés acute inflammatory response) por meio da analise do
numero de leucdcitos infiltrantes e da concentracdo protéica no exudato apds 24 horas da
injecdo subcutanea de particulas de poliacrilamida (Biogel), uma substancia ndo-imunogénica,
ndo biodegradavel e quimicamente inerte (BIOZZI, 1998; IBANEZ, 1992). Ao longo das
sucessivas geracdes, evitando consanguinidade, foi alcancada uma diferenca de 20 vezes no
numero de células infiltrantes e de 2,5 vezes de proteinas no exudato. Estas diferencas séo o
resultado do acumulo de alelos que possuem efeitos aditivos e opostos na resposta
inflamatdria aguda. Os camundongos AIRmax e AIRmin mantiveram o fundo genético
heterogéneo porém com homozigose nos alelos responsaveis pela resposta inflamatéria aguda
(CARNEIRO et al., 2009; IBANEZ et al., 1992; STIFFEL et al., 1990; VORRARO et al.,
2011).



19

Os camundongos AIRmin apesar de apresentarem baixa resposta inflamatoria
comparavel a dos camundongos BALBI/c, sdo considerados saudaveis e imunocompetentes. A
alta resposta inflamatoria apresentada pelos camundongos AIRmax € consequéncia, entre
outros fatores, da producdo elevada de neutréfilos pela medula déssea devido a alta
responsividade as citocinas granulopoéticas, da producdo de altos niveis de fatores
quimiotaticos no exudato e da maior resisténcia a apoptose espontanea apresentada pelos
neutrofilos presentes no exsudato inflamatério (RIBEIRO et al., 2003). Além disso, em
relagdo aos camundongos AIRmin mostrou-se ser mais resistente a carcinogénese de pele
induzida por DMBA (9,10-dimethil-1,2-benzanthraceno) / TPA (12-O-tetradecanoil-phorbol-
13acetato) (BIOZZI et al., 1998) e de pulméo induzida por uretana (MARIA et al., 2003),
sendo também mais resistentes a infeccdo causada pelas bactérias Salmonella typhimurium e
Listeria monocytogenes (ARAUJO et al., 1998). Entretanto os camundongos AIRmax
apresentam susceptibilidade em relacdo a outros fenétipos como a artrite induzida por
Pristane (VIGAR et al., 2000) e carcinogénese de colon induzido por DHM (1,2 - dimetil-
hidrazina) (DI PACE et al., 2006).

Nos estudos com venenos animais utilizando essas linhagens selecionadas para a
resposta inflamatoria aguda, foram observado que os camundongos AIRmax sdo mais
susceptiveis aos efeitos inflamatérios locais induzidos pelo veneno da serpente Bothrops
jararaca (CARNEIRO et al., 2002, 2008) e da lagarta Lonomia obliqgua (RAMOS et al.,
2004).

Dessa forma o modelo é adequado para o estudo da influéncia de fatores genéticos na

resisténcia e susceptibilidade a venenos de outras espécies animais, Como 0 escorpido.
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O veneno de Tityus serrulatus foi capaz de causar alteragcdes pulmonares, tais como
edema e hemorragia alveolar, além de induzir a migracdo de células inflamatérias para a
regido perivascular pulmonar, nos camundongos AIRmax, AIRmin e BALB/c, sendo mais
intensas na linhagem AIRmax.

O infiltrado inflamatdrio encontrado nos pulmdes € caracterizado principalmente por
neutrofilos, mas também macréfagos. Foi observado um maior ndmero dessas células na
linhagem AIRmax do que em AIRmin.

Citocinas pré-inflamatdrias (IL-6, TNF-a e IL-1B) e quimiocinas (KC, MIP-1p, MIP-
2, MCP-1, RANTES e GM-CSF) responsaveis pela migracdo de leucécitos foram detectadas
precocemente nos pulmdes dos camundongos apds inoculagdo do veneno, contribuindo para
as alteracdes pulmonares causadas pelo veneno.

Podemos concluir que a resposta inflamatdria pulmonar induzida pelo veneno de
Tityus serrulatus é modulada por fatores genéticos selecionados nas linhagens AIRmax e
AIRmin.
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