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RESUMO

No Brasil, o escorpionismo, ¢ um problema de saude publica, desencadeado principalmente pelo Tityus
serrulatus (escorpido amarelo, familia Buthidae), envolvido em casos severos e fatais de envenenamento, em
especial quando as criangas s3o as vitimas. A maioria dos dados clinicos e experimentais sobre o escorpionismo
em nosso pais referem-se a estudos com o 7. serrulatus. Uma outra espécie de nossa fauna, o 7. bahiensis
(escorpido marrom, familia Buthidae), também ¢é causadora de acidentes mas pouca informagdo encontra-se
disponivel em relagdo ao envenenamento (experimental ou humano)induzido por esse animal. Os venenos de
ambos contém principalmente toxinas que atuam sobre canais idnicos, que respondem por grande parte dos
sintomas associados ao escorpionismo. Sinais de inflamagdo, como edema pulmonar e uma quantidade
aumentada de citocinas presente no soro sdo também caracteristicas do escorpionismo. Foi ainda sugerido que o
fator ativador de plaquetas (PAF) participe do escorpionismo, principalmente da injiria pulmonar. No presente
estudo, comparamos o edema de pata e o influxo celular para a cavidade peritonial de camundongos
envenenados com a pegonha do 7. serrulatus e do T. bahiensis (vTs e vTb respectivamente). A participacdo do
PAF nesses eventos inflamatoérios foi também avaliada, utilizando-se um antagonista do PAF, o WEB-2170 (3
mg/kg ip, 30 minutos antes do envenenamento). A administracdo intraplantar do vTs ou do vIb (ambos na dose
de 80 pg/kg) promoveu uma reacdo edematogénica similar em intensidade e cinética temporal, mas apenas o
edema induzido pelo vTs foi inibido pelo antagonismo do PAF, o que ndo teve efeito sobre o edema induzido
pelo vTb. A administracdo intraperitonial do vTs aumentou o niumero de leucocitos totais € de Mono apos 6
horas do envenenamento, enquanto que o vIb induziu a um aumento no niumero de PMN. Apos 24 horas do
envenenamento, encontramos numeros reduzidos de leucdcitos totais € Mono nas cavidades estimuladas pelo
vTs, enquanto que naquelas estimuladas pelo vIb o nimero de PMN permaneceu elevado. O antagonismo do
PAF nao modificou o panorama no numero de células totais, Mono e PMN nas cavidades peritoniais 6 horas
apds o envenenamento com o vIs mas, no envenenamento de 24 horas levou a uma diminui¢do ainda mais
expressiva no nimero total de leucdcitos e de Mono, seguido de um aumento no niimero de PMN. Em relag¢do ao
envenenamento de 6 horas com vTb o antagonismo do PAF reduziu o niimero total de leucécitos e de Mono na
cavidade mas ndo afetou o de PMN; ndo houve alteracdo significativa na agdo do vTb apos 24 horas na vigéncia
do antagonismo do PAF. Concluimos que os venenos estudados t€ém importante acdo edematogénica e podem
induzir migragdo de células para a cavidade peritonial, ou mesmo modular o estado de ativacdao das células
residentes e/ou recém chegadas ao peritonio, embora diferencas importantes tenham sido detectadas em relagao
as acdes de ambos os venenos. O PAF participa do edema induzido apenas pelo Vts, mas participa da migragdo e
provavelmente da ativacdo celular induzidas pelos dois venenos.

Palavras Chave: Inflamagio; Fator Ativador de Plaquetas (PAF); Tityus



ABSTRACT

Human envenomation induced by scorpions is considered a public health problem in Brazil, and Tityus
serrulatus (yellow scorpion, Buthidae family) is involved in severe and fatal cases, especially when infants are
the victims. The majority of experimental and clinical data available in our country were obtained from 7.
serrulatus venom or stung. 7. bahiensis is another scorpion (brown scorpion, Buthidae family) found in
Brazilian fauna, but very few information is known about envenomation (experimental or clinical) induced by
this animal. The venoms of both species contains mainly toxins with action on ion channels, which are
responsible for the majority of the poisoning symptoms. Furthermore, signs of inflammation, such as pulmonary
edema and high amount of inflammatory cytokines in serum, are also observed in scorpionism. Platelet-
activating factor (PAF), a potent lipid mediator of the inflammatory process, was also suggested as participant of
envenomation, in which it may contributes to the development of acute lung injury. In the present study we
compared the paw edema and cellular migration to peritoneal cavity in mice challenged by venom from Tityus
serrulatus and Tityus bahiensis (Tsv and Tbv respectively). The role of PAF in such inflammatory events was
also studied by the pretreatment of animals with a PAF-receptor antagonist, WEB-2170. Intraplantar injection of
both venoms (80 pg/kg) induced a similar edematogenic reaction, in relation to intensity and temporal kinetic.
Tsv-induced edematogenic reaction was reduced when mice were pretreated with WEB-2170 (3 mg/kg ip, 30
minutes before venom challenge), but PAF-antagonism did not modify paw edema induced by Tbv. Concerning
peritoneal cell population, challenge with Tsv increased both, total leukocyte and Mono counts 6 hours after the
envenomation, whereas Tbv induced PMN accumulation only. Following 24 hours after envenomation by Tsv,
total leukocytes and Mono numbers were reduced in peritoneal cavity, and PMN accumulation induced by Tbv
was still present. The pretreatment of the animals with PAF-antagonist did not modify leukocyte and Mono
accumulation in peritoneal cavity 6 hours after Tsv-envenomation, but when cellular counts were performed 24
hours after, the treatment induced a more intense fall in both cell counts followed by PMN increasing number.
Regarding 6 hours Tbv-envenomation, PAF antagonist induced a reduction in numbers of total leukocyte and
Mono, without effect on PMN accumulation; in 24 hours Tbv-envenomation there was no effect of PAF-
antagonist. We conclude that both venoms have important edematogenic activity and can induce cellular
infiltration, or even probably modulate the state of activity of resident and/or recently migrated cells, although
important differences were detected between such actions induced by Tsv or Tbv. PAF have a role only in Tsv-
induced paw edema, but participates of cellular migration and probably cellular activation induced by both
venoms.

Key Words: Inflammation; Platelet Activator Factor (PAF); Tityus.
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1 INTRODUCAO

Os escorpides sao artropodos pertencentes a ordem Scorpiones, estio bem adaptados a
condigdes extremas de sobrevivéncia, € ocupam as regides temperadas e tropicais do mundo.
Eles sdo animais peconhentos, o que significa que possuem um aparelho inoculador de
veneno, pelo qual injetam venenos em cuja composi¢do encontra-se agua, sais, pequenas
proteinas e peptideos. Por serem peconhentos, algumas vezes com venenos poderosos, sao
importantes como animais envolvidos em acidentes com seres humanos. Entretanto, entre as
1.500 espécies distribuidas em 16 familias, apenas 25, das 550 pertencentes a familia
Buthidae, sdo considerados de importancia médica pois seus venenos contém as toxinas mais

potentes entre todos os outros (LORET e HAMMCOCK, 2001).

1.1 Epidemiologia dos acidentes com escorpides no Brasil

Acidentes com escorpides constituem um problema de saude publica no Brasil, devido
a fatores, como sua alta incidéncia em determinadas regides, e a potencialidade em provocar
envenenamentos graves, que muitas vezes podem levar ao 6bito. As espécies relacionadas aos
acidentes humanos graves e fatais pertencem a familia Buthidae que, no Brasil, ¢ representada
principalmente pelo género Tityus. Representantes desse género estdo distribuidos em
diversas regides do pais, e alguns estdo envolvidos em acidentes. Na regido amazonica tem
sido notificados acidentes com as espécies 7. cambridgei e T. metuendus, na regido centro-
oeste com as T. charreyronii e T. fasciolatus, na nordeste com a 7. stigmurus e, na regiao
sudeste, as espécies T. serrulatus e T. bahiensis, sendo que esta ultima também pode ser
encontrada na regido sul. Devido a rapida reprodu¢do e habilidade de dispersao da espécie T.
serrulatus, sua distribuicdo geografica tem sido consideravelmente ampliada nas ultimas
décadas (EICKSTEDT et al, 1996; LOURENCO et al, 1996). Este ¢ um fato preocupante,
pois esta espécie € a principal causadora de dbitos em acidentes com escorpides no Brasil
(CUPO et al, 2003). Outra espécie importante no Estado de Sdo Paulo ¢ a 7. bahiensis,
considerada, até¢ 1996, como a maior causadora de acidentes (EICKSTEDT et al, 1996).
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Dados epidemiologicos acerca do escorpionismo no Brasil t€ém como principal fonte o
Ministério da Saude, através das secretarias de Saude e seus sistemas de vigilancia
epidemiologica, que notificaram entre 1988 e 1989 7.544 casos, com 72 obitos, sendo que
96% desses Obitos ocorreram nas regides Sudeste e Nordeste. Nos anos de 1990 a 1993 foram
notificados 24.846 casos (trés vezes o nimero anterior), com 143 obitos e taxa de letalidade
de 0,58%, maior do que a observada em acidentes ofidicos. Ha de se ressaltar que 82% dos
obitos acometem individuos de até 14 anos, considerados pois como o grupo de risco, com
taxa de mortalidade pode chegar a 1% (EICKSTEDT et al, 1996; MINISTERIO DA SAUDE,
2001).

Apesar do acima descrito, devemos considerar que pode haver falhas nos dados
recolhidos devido a varios fatores como, por exemplo, o fato de muitos pacientes nao
procurarem atendimento médico, ou por nao terem acesso a servi¢os de saude, ou porque o
acidente foi leve, ou ainda devido a automedicacio (CUPO et al, 2003; MINISTERIO DA
SAUDE, 2001). Além disso, é bastante provavel que a maioria dos profissionais da 4rea da
saude ndo estejam capacitados para o atendimento correto dos acidentados com animais
peconhentos, € nem para a notificacao adequada.

Ainda que o numero de acidentes seja elevado, e potencialmente perigosos, deve-se
destacar que apenas na minoria dos casos as espécies envolvidas sdo identificadas. De todos
os acidentes fatais, apenas em 4,2% dos casos o animal causador foi identificado, sendo o 7.
serrulatus o agente descrito. Nos restantes 95,8% dos casos ndo ha referéncia sobre o género e
a espécie do escorpido e, portanto, nao se deve descartar o envolvimento de outras espécies
em acidentes letais (CUPO et al, 2003; EICKSTEDT et al, 1996). Considerando os acidentes
no Estado de Sdo Paulo, uma caracteristica de facil observacdo que pode ajudar na
identificacao das espécies causadoras de um acidente ¢ a sua coloragdo, sendo o 7. serrulatus
denominado de escorpido amarelo, € o 7. bahiensis de escorpido marrom, como mostram as

fotografias abaixo (Figura 1).
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Figura 1: Diferenca de coloragdo entre os 7. serrulatus(A) e os T. bahiensis(B). Messas e Candido

(2007).

1.2 Composicao do veneno escorpionico

O veneno dos escorpides ¢ uma mistura de polipeptideos, cujo nimero em todas as
diferentes espécies pode chegar a 100.000 (POSSANI et al, 2000). De acordo com a revisao
de Zhijian et al (2006), as toxinas até hoje descritas podem ser classificadas por diferentes
critérios. Caso seja levado em conta o peso molecular, temos as toxinas de cadeia curta e as de
cadeia longa; de acordo com a atividade em diferentes animais, sdo descritas as toxinas
especificas para insetos, para mamiferos, e para crusticeos; levando-se em conta o seu
mecanismo de acdo, encontramos as neurotoxinas e as citotoxinas e, finalmente, de acordo
com as pontes dissulfeto, podemos caracteriza-las entre as que possuem pontes dissulfeto e
aquelas que ndo as possuem. As toxinas com pontes dissulfeto podem ser separadas em quatro
grupos levando-se em conta a sua seletividade por canais idnicos, e temos: toxinas que afetam
canais de Na", K, Ca™ ou CI".

As toxinas mais caracterizadas e conhecidas sdo as que atuam sobre os canais de Na’,
e que fazem parte das antimamiferos e antiinsetos. As primeiras sdo subdivididas em toxinas
do tipo a ou B. As toxinas o atuam ligam-se ao sitio 3 dos canais de Na diminuindo a sua
desativagdo e prolongando o potencial de acdo; ja as toxinas do tipo  atuam no sitio 4,
ativando os canais de Na', portanto, ambas aumentando a permeabilidade da membrana a esse

ion (revisto por DE LIMA e MARTIN-EAUCLAIRE, 1995; GWEE et al, 2002). As
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antiinsetos sdo classificadas em 2 familias, as toxinas inseto-especificas excitatérias e as
toxinas inseto-especificas depressivas. Ambas atuam sobre os canais de Na' das células
nervosas e, enquanto as excitatorias induzem uma paralisia convulsiva contractil dos insetos,
as depressivas levam a uma paralisia flacida seguida de breve convulsao, também por agdo
nos canais de Na" das células nervosas (revisto por ZHIJIAN et al, 2006).

As toxinas que bloqueiam os canais de K contribuem para a despolarizagdo das
células, o que favorece a liberagao de mediadores nas terminagdes nervosas (DE LA VEGA e
POSSANI, 2004). Esse grupo de toxinas tem recebido a adi¢do de varios representantes e,
baseados em seu peso molecular e locacao de cisteinas, podem ser divididas em 4 familias: a-
KTx, B-KTx, y-KTx e k-Ktx (TYTGAT et al, 1999; NIRTHANAN et al, 2005). Foram
descritas toxinas que bloqueiam canais de Cl” em células epiteliais de camundongos, € as que
interagem com os canais de Ca’", atuam sobre os canais intracelulares e levam a liberacio de
Ca"" ou entdo diminuem a atividade dos canais de Ca™" do tipo T (revisto por ZHIJIAN et al,
2006). Uma dessas toxinas que atuam sobre os canais de Ca ', a IpTxi, isolada do veneno do
escorpido Pandinus imperator, tem a sua atuacdo provavelmente devido a um mecanismo
indireto, causada pela liberagdo de um acido graxo devido a sua atividade de fosfolipase A,
(ZAMUDIO et al, 1997). Esse fato abre uma possibilidade, at¢ o momento pouco explorada,
de que venenos de escorpides contenham fosfolipases. Ao menos uma fosfolipase A, foi
isolada por Valdez-Cruz et al (2004) do veneno do Anuroctonus phaiodactylus.

Além das toxinas que possuem pontes dissulfeto e atuam sobre os canais ionicos, de
alguns anos para cd tém sido descritas toxinas peptidicas desprovidas de pontes dissulfeto,
que funcionalmente podem exercer diversas agdes como, por exemplo, potencializacdo da
bradicinina, fun¢ao antimicrobiana, sinalizacao intracelular e de imunomodulagao entre outras
(ZHUIAN et al, 2006).

O primeiro componente toxico isolado do veneno do 7. serrulatus foi a TsTx
(tityustoxin) que, de acordo com Diniz et al (1974), possui agdo periférica por induzir a
liberacdo de acetilcolina. No entanto, posteriormente foi demonstrado que ndo se tratava de
uma toxina, mas sim de uma cole¢ao de varias proteinas, e, assim, sua atividade bioldgica
deve ser interpretada como a agdo conjunta dos peptideos que a compde (Arantes e cols.,
1992). Ao longo dos anos, diversos pesquisadores vém purificando toxinas presentes no
veneno do 7. serrulatus, porém, a nomenclatura das toxinas encontradas continua controversa
criando uma confusdo de nomes e simbolos para designa-las (BECERRIL et al, 1997). Apesar
disso, segundo a revisdo de Possani et al (1992), os principais componentes toxicos

encontrados no veneno do 7. serrulatus sdao as toxinas gama, III-X e IV-5. A toxina gama
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apresenta homologia de 95% da sua consituicdo de aminoacidos com as principais toxinas
encontradas nos venenos do 7. bahiensis e T. stigmurus (BECERRIL et al, 1996). No veneno
do escorpido 7. serrulatus foram também encontradas toxinas com atividade sobre canais de
K" (BLAUSTEIN et al, 1991) e, entre as toxinas desprovidas de pontes dissulfeto, encontrou-
se a0 menos uma, o peptideo T, cuja atividade ¢ a potencializagdo da acdo da bradicinina

(FERREIRA et al, 1993).

1.3 Efeitos do veneno escorpionico no organismo e fisiopatologia dos

acidentes

A maioria dos efeitos farmacologicos induzidos pelas toxinas escorpidnicas
antimamiferos, sdo devidos as suas agdes nos canais de Na' e subseqiiente despolarizagio de
membranas excitaveis do organismo. Sua atuag@o nas terminagdes nervosas pos-ganglionares
dos sistemas nervoso simpatico e parassimpatico, e também da medula da supra-renal, leva a
liberacdo macica de catecolaminas e acetilcolina que, atuando em diversos sitios do
organismo, sao responsaveis pela maioria dos sintomas do envenenamento (DINIZ et al,
1974; FREIRE-MAIA, 1995).

A rapida absor¢do e distribuicdao nos tecidos tornam o envenenamento por escorpides
uma situacdo de extrema emergéncia (NUNAN et al, 2003). De acordo com os resultados
obtidos em camundongos, por Revelo ef al (1996), o veneno ¢ completamente absorvido do
ponto de inje¢do na pele apos 2 horas, alcancando o nivel maximo no soro entre 15 a 30
minutos da inje¢do. Nos rins e figado a concentracdo maxima do veneno ¢ alcangada em 15
minutos, e nos pulmdes, coracdo e baco em 30 minutos; passadas 8 horas pouco veneno foi
detectado em todos os tecidos citados. Um estudo conduzido em ratos por Santana et al
(1996), mostrou resultados similares aos descritos acima e, ainda, que devido a sua grande
afinidade pelos tecidos do organismo, a sua eliminagdo ocorre lentamente.

Ap6s a injecdo do veneno podem ser encontrados no local um halo eritematoso e
edema, além de dor. Estes ultimos foram estudados por Chen et al (2002) e Nascimento Jr et
al (2005) utilizando venenos de dois escorpides diferentes da familia Buthidae, o Buthus
martensi € o T. serrulatus respectivamente. De maneira semelhante, esses sinais podem ser

também encontrados em vitimas de acidentes com escorpidoes (HOREN, 1972; WILSON,
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1987). Estes sinais indicam que os venenos de escorpides desta familia podem induzir reagdes
inflamatorias locais.

Os acidentes com escorpides variam de leves a graves, passando pelo moderado.
Basicamente, o que os diferencia ¢ a presenga de efeitos sist€émicos nos moderados a graves.
Nos acidentes leves sdo relatadas as sensacdes de queimagdo, agulhadas e dor, cuja
intensidade aumenta com a palpagdo e pode irradiar-se por todo o membro acometido; com
freqiiéncia sao notadas também parestesias e sudorese. Nos acidentes classificados como
moderados a graves podem ocorrer diversas manifestagdes clinicas sist€émicas como:
salivacdo, lacrimagdo, midriase, piloerecdo, taquicardia, arritmias cardiaca e respiratdria,
desidratacdo, sonoléncia, agitacdo, sudorese, vomitos, hipertensdo ou hipotensdo arterial,
hipertermia, hiperglicemia e edema pulmonar, entre outras (FREIRE-MAIA ¢ CAMPOS,
1989; FREIRE-MAIA et al, 1994; FREIRE-MAIA 1995). Os sintomas mais relacionados ao
obito sdo o edema pulmonar e o choque cardio-respiratorio (BUCARETCHI et al, 1995).
Muitos desses sinais sao encontrados em animais de experimentagdo apos a administragao do
veneno do escorpido 7. serrulatus (FREIRE-MAIA et al, 1974, FREIRE-MAIA ¢ MATOS,
1993; PETRICEVICH e PENA, 2002). Adicionalmente, sdo descritos achados laboratoriais
como o aumento de enzimas cardiacas e leucocitose no envenenamento humano
(BUCARETCHI et al, 1995; AMITALI et al, 1998). Embora o que foi descrito acima refira-se
ao envenenamento humano ou experimental com o veneno do 7. serrulatus, o mesmo pode
ser relatado quanto ao veneno de escorpidoes de importancia médica encontrados em outras
regidoes do mundo (ISMAIL et al, 1972; ISMAIL et al, 1973; ISMAIL et al, 1980;
GOYFFON et al, 1982; CURRY et al, 1984; SOFER e GUERON, 1988; BAWASKAR ¢
BAWASKAR, 1994; DEHESA-DAVILA ¢ POSSANI, 1994; DESHPANDE e al, 1999).

1.4 A inflamacao como uma das caracteristicas do escorpionismo

Ha fortes indicios de que processos inflamatorios local e sistémico sdo ocasionados
pelo veneno dos escorpides do género Tityus. Deve ser ressaltado que as evidéncias descritas
aqui sao relacionadas ao envenenamento pelo 7. serrulatus (no Brasil) ou pelo 7. discrepans
(na Venezuela). Um desses indicios, ¢ a sensagdo de dor e formacdo do edema no local da

picada ou inje¢do (como descrito acima). O edema pode ainda ter estabelecimento longinquo,
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edema pulmonar, acreditando-se que este possa ter origem cardiogénica e inflamatoria
(revisto por FREIRE-MAIA 1995). O edema ¢ um processo que resulta do acumulo de
liquido, e ocorre quando hd um desequilibrio no balanco do fluido intersticial. A equacao de
Starling generaliza que o equilibrio dos fluidos depende do balango da pressdo osmotica e
hidrostatica envolta dos capilares. Conseqiientemente qualquer fator que aumente a pressao
oncdtica fora dos vasos, ou reduza a pressdo oncdtica no sangue (p.ex. estados de baixa
osmolaridade no sangue devido a cirrose) podera causar edema (MONAHAN E
NEIGHBORS, 1998; THE BURLON GOLDBERG GROUP, 1999; CHO E ATWOOD,
2002).

A inflamacao sistémica ¢ aventada no escorpionismo devido ao fato de, em humanos
acidentados, niveis aumentados de citocinas pro-inflamatorias serem detectadas, como as
interleucinas (IL) IL-1a, IL-1B, IL-6 (MAGALHAES et al., 1999; D’SUZE et al, 2003;
FUKUHARA et al, 2003), fator a de necrose tumoral (TNF-a) (AMARAL et al, 1994;
FUKUHARA et al, 2003), interferon-y (INF-y) e GM-CSF (fator estimulador de coldnias de
granulécitos e macrofagos) (MAGALHAES et al, 1999).

Uma possivel e importante a¢do dessas citocinas recai sobre o sistema hematopoiético,
podendo estimular a producdo de leucdcitos e sua mobilizagdo para o sangue, além de
direciona-los do sangue para um tecido inflamado. Esse processo, conhecido como migragao,
¢ composto de etapas nas quais os leucocitos margeiam o endotélio, passando por momentos
de rolagem e aderéncia, para posteriormente migrar para o tecido (LAWRENCE e
SPRINGER, 1991; MAYADAS et al, 1993). Essas etapas sdo comandadas por uma série de
moléculas de adesdo, que sdo expressas tanto no endotélio quanto no leucocito. Uma delas, as
selectinas, compreendem uma familia de trés membros de lectinas do tipo C altamente
conservadas, as quais se ligam a ligantes de carboidrato (sialyl-Lewis X) presentes em
moléculas de superficie, como o ligante glicoprotéico 1 da P-selectina (PSGL-1). A L-
selectina ¢ expressa na maioria dos leucécitos circulantes, € medeia o contato inicial com
receptores (adressinas de periferia - PNAds) presentes no endotélio. As outras selectinas (P e
E) sdo expressas no endotélio e reconhecem receptores leucocitarios como PSGL-1 (ligante
glipoproteico de P-selectina), sendo, portanto, importantes para o contato inicial dos
leucdcitos com o endotélio, conhecido como rolagem (McEVER, 2002).

Outro grupo de moléculas de adesdo, as integrinas, sdo responsaveis pela aderéncia
firme do leucécito ao endotélio. As integrinas mais estudadas que participam desse processo
sdo as da subfamilia B,, especialmente a LFA-1 (antigeno funcional de linfocitos - 1 ou

CDI11a/CD18), que combinam-se a receptores pertencentes a superfamilia das
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imunoglobulinas (ICAM-1 e ICAM-2, moléculas de adesdo intercelular-1 e -2) presentes nas
células endoteliais estimuladas. Sdo ainda importantes para o contato firme do leucdcito com
o endotélio, as integrinas da subfamilia B1 e B7, como as asf3; (VLA-4, very late antigen - 4
ou CD49d/CD29) e a4B7 que combinam-se, respectivamente, & molécula de adesdo vascular-1
(VCAM-1) e a adressina de mucosa (MAdCAM-1). Os ligantes para as integrinas descritas
acima sao todos representantes da superfamilia das imunoglobulinas, que passam a ser
expressos em grande quantidade pela célula endotelial apos estimulacdo adequada
(CARMAN e SPRINGER, 2003). Foram descritas duas rotas para a migra¢ao leucocitaria, ou
diapedese, a rota paracelular e a transcelular. Ambas mostram uma funcdo importante das
moléculas endoteliais ICAM-1 ¢ VCAM-1 (BARREIRO et al, 2002; CARMAN e
SPRINGER, 2004) e também das moléculas PECAM-1 (molécula de adesdo celular de
plaquetas e endotélio - 1), CD99 e JAMs (moléculas de adesdo juncionais), que sdo expressas
nas células endoteliais (JOHSON-LEGER et a/, 2000).

As integrinas ainda sdo necessarias em passos adicionais na migragdo, que sdao a
passagem dos leucdcitos através da membrana basal do vaso, e a sua mobilizagdo através da
matriz extracelular. Foi demonstrado em neutréfilos, que a interacdio da PECAM-1 no
leucocito com a PECAM-1 endotelial estimula um aumento na expressao das a¢f; (VLA-6 ou
CD491/CD29) nos neutréfilos, auxiliando a sua passagem através da membrana basal
vascular, via interagdo com a laminina (DANGERFIELD et a/, 2005). Quanto a locomogao
dos leucdcitos através da matriz extracelular, podemos destacar ndo apenas a propria oep,
como as ayf; (VLA-2 ou CD49b/CD29) e a a3f; (VLA-3 ou CD49¢/CD29) interagindo com
colageno e laminina, ¢ asP; (VLA-5 ou CD49¢/CD29) que estabelece contato com a
fibronectina (LINDBOM e WERR, 2002). Um esquema ilustrativo e simplificado do processo
de diapedese de leucdcitos ¢ apresentado na figura 2 (pagina 19).

As matrizes extracelulares sao alvos constantes de remodelamento durante o processo
inflamatério, o qual estd associado a um aumento da producdo de fibronectina, tenascina e
coladgeno fibrilar. Diferentes tipos de células inflamatorias podem secretar proteases, assim
como enzimas de degradagdo de glicosaminoglicanas para remodelar, penetrar ¢ atravessar a
barreira endotelial (STARMENKOVIC, 2003). Proteolises localizadas nos proprios leucocitos
podem também expor receptores de células endoteliais para integrinas, e receptores
especificos de citocinas, envolvidos na locomocdo e retencdo de leucocitos nos sitios de

inflamacao (STARMENKOVIC, 2003; ROSE e PAGE, 2004).
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Além de citocinas, como por exemplo a IL-1 e o TNF-a, os mediadores lipidicos sdo
importantes ativadores de leucdcitos, além de modular a expressdo de moléculas de adesao
nas células endoteliais, tornando estavel a aderéncia do leucdcito ao endotélio. Entre os
mediadores lipidicos importantes no processo de migracao, estd o fator ativador de plaquetas

(PAF) (SPRINGER, 1994).
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Figura 2: o processo de diapedese. Adaptado de FREITAS JR (1999).
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A denominagdo deste lipideo deve-se ao fato de ter sido descoberto por Benveniste
(1972), como um produto de basofilos de coelho sensibilizadso com IgE e desafiados com
antigeno especifico, que promovia a agregacio plaquetaria. E um fosfoglicerideo cuja
estrutura (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) foi descoberta por trés laboratorios
diferentes (DEMOPOULOS et al, 1979; BLANK et al, 1979; BENVENISTE et al, 1979).
Embora a denominagdo (PAF) tenha sido mantida, ¢ um mediador que exerce um grande
numero de funcdes. Sua produgdo ocorre pela agdo da fosfolipase A, ou C, ou ainda da
diacilglicerol lipase, sobre os fosfoglicerideos na membrana celular que, quando clivados,
geram o acido araquidonico e um lisofosfolipideo. O primeiro serve de substrato para a

formacdo de prostanoides e leucotrienos, o segundo serd transformado em PAF pela agdo da
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acetil-transferase (SNYDER et al, 1986). Um esquema ilustrativo da producdo do PAF ¢

encontrado a seguir (Figura 3.).

Membrana
celular
2004 14:0
o o & e L] ® o & &
P-alquil-acil -
Acido araguidénico +
. liso-gliceril fosforilco
Fosfolipase A2 lina (Liso-PAF)
Liso-PAF
acetil-hidrolase acetil-transferase
PAF

Figura 3: via de producao do fator ativador de plaquetas (PAF).

O PAF ¢ produzido por diversas células, como as endoteliais, macréfagos (KAMATA
et al, 1996), mastocitos (MENCIA-HUERTA et al, 1983; NAKAJIMA et al, 1997) e
leucdcitos sangiiineos, entre os quais os neutrofilos (CUSS et al, 1986; CHEN et al, 1992). O
PAF participa da interagao leucdcito-endotélio, modulando a agdo das B3, integrinas, como o
complexo CD11a/CD18, em neutrdfilos propiciando a sua migracdo (GARCIA et al, 1988;
LORANT et al, 1991; HONDA et al, 1991; ZIMMERMAN et al, 1992). Durante o processo
de aderéncia do leucocito as células endoteliais, o PAF serve como um sinal que facilita a

aderéncia de uma a outra (ZIMMERMAN et a/, 1993; 1995). A ativacao de leucdcitos pelo
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PAF também parece modificar a distribuicio do PSGL-1 na superficie do leucocito,
facilitando assim o movimento leucocitério pelo endotélio (LORANT et al, 1995).

Em adig¢do ao seu potente efeito ativador de plaquetas (embora isso ndo ocorra em
todas as espécies de mamiferos), o PAF tem sido relacionado ao aumento de permeabilidade
vascular (HUMPHREY et al, 1984; TAVARES DE LIMA et al, 1995) e aumento da
permeabilidade broncoalveolar (MIOTTLA et al, 1998). Em estudos de escorpionismo
experimental, nos quais ratos receberam o veneno do 7. serrulatus, tem sido enfatizado o
papel do PAF no edema pulmonar e também neutrofilia (FREIRE-MAIA ¢ MATOS, 1993
BORGES et al, 2000), tornando este mediador um importante alvo na investigagdo da
resposta inflamatoéria desencadeada pelo escorpionismo.

Esperamos, com o nosso estudo, contribuir para um melhor conhecimento sobre os
efeitos do veneno de escorpido no organismo. Um estudo comparativo, como o que
desenvolvemos, pode trazer respostas importantes nesse sentido. Rarissimos estudos foram
conduzidos na tentativa de comparar as agdes de venenos escorpionicos, ainda que em nosso
pais tenhamos um numero significativo de espécies de escorpides, pouco ou nada ¢ conhecido
sobre os efeitos de outros venenos de espécies que nao os 7. serrulatus. Por outro lado, isso ¢
realizado frequentemente com venenos de serpentes. Assim, estudos que se destinem a
compara¢do dos efeitos de venenos de determinados escorpides, além de importantes, sao
inéditos.

Apesar do conhecimento adquirido, um melhor entendimento dos efeitos do veneno
dos escorpides sobre células, tecidos e sistemas ¢ necessario. Quando se discute a acdo de
mediadores participantes do envenenamento, como por exemplo o PAF, influenciando a acao
de células residentes ou recrutando leucécitos para determinado local/tecido, poucos dados
estdo disponiveis. Assim, estudos nesse sentido poderdo aumentar o conhecimento da
fisiopatologia do acidente e, eventualmente, ajudar a propor uma terapia adjuvante a
utilizagdo do soro antiescorpidnico.

O tratamento utilizado no mundo inteiro em acidentes considerados moderados ou
graves ¢ a administragdo do soro antiescorpidonico, mas ha controvérsia sobre o resultado final
desse tratamento. Alguns autores consideram-no ineficaz (BAWASKAR ¢ BAWASKAR,
1991; ISMAIL, 1994; BAWASKAR e BAWASKAR, 1994), e Abroug et al (1999)
mostraram em um estudo clinico acompanhando a evolugdo de vérios pacientes, que nao
houve qualquer beneficio na evolucao clinica apos a utilizagdo do antiveneno. Da mesma
maneira, Bawaskar e Bawaskar (2003) ndo encontraram efeito algum da administragao do

soro sobre os efeitos cardiovasculares do veneno do escorpido Mesobuthus (Buthidae).
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Recentemente, Foéx e Wallis (2005) organizaram uma revisdo bibliografica de trabalhos que
estudaram a utilizagdo do anti-soro em humanos e concluiram que, embora existam evidéncias
de que a utilizagcdo do soro antiescorpidnico reduz a concentragao sérica do veneno, ndo esta
claro se isso ¢ clinicamente relevante. Apesar dessas informacgdes, o tratamento de escolha
ainda ¢ a administracdo do antiveneno, mas ¢ importante que outras possiveis maneiras de
controle das alteragdes no envenenamento sejam avaliadas e possam, eventualmente, serem
utilizadas como adjuvante ao tratamento utilizando o anti-soro, ou ainda quando o anti-soro
nao estd disponivel, ou quando, apesar de sua utilizacao, ndo se conseguiu controlar os efeitos
deletérios causados pelo veneno. De fato, algumas abordagens terapéuticas com drogas sem
acdo direta sobre o veneno foram investigadas em modelos experimentais, ou no envenamento
de seres humanos (ver as revisdes de BAWASKAR ¢ BAWASKAR, 1994; DEHESA-
DAVILA e POSSANI, 1994; FREIRE-MAIA et al, 1994; ISMAIL, 1994; MURTHY e
HASE, 1994) mas, ainda ndo ha consenso sobre a melhor forma de tratamento do
escorpionismo.

Adicionalmente, ha de se considerar que a investigacdo da acdo de quaisquer venenos
sobre eventos tais como na modulagdo de células do sistema imune, ou outros, podera resultar
em ferramentas bioldgicas ou drogas, de grande impacto para a industria biotecnologica e
farmacéutica. Embora o estudo com venenos de outros animais, notadamente os répteis, ja
tenham gerado produtos de grande interesse econdmico, os venenos de aracnideos (aranhas e
escorpides) ainda sdo pouco estudados e, consequentemente, nenhum beneficio para o ser
humano foi obtido deles. Entretanto, ha também interesse neles devido principalmente as
neurotoxinas presentes e sua a¢do sobre canais iOnicos. Nao existem muitos estudos com
esses venenos sobre outros sistemas, como, por exemplo, o sistema imune. Uma das excegdes,
e que merece destaque, ¢ a margatoxina, isolada do escorpido Centruroides margaritatus. Sua
acdo bloqueia a ativagao de linfécitos T humanos (KOO et al, 1997, SHAH et al, 2003;
BEETON et al, 2005), o que chamou a atencdo de uma industria farmacéutica (Merck), e
poderd ser utilizada para o tratamento de doencas auto-imunes ou contra a rejeicdo de

transplantes, atuando como um imunossupressor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar, comparativamente, os efeitos inflamatorios dos venenos dos escorpides 7.

serrulatus e T. bahiensis.

2.2 Especificos:

a) avaliar e comparar a acao edematogénica induzida pelos venenos.
b) avaliar e comparar o numero total de células, e das populagdes mononucleares e
polimorfonucleares, na cavidade peritonial estimulada pelos venenos.

¢) investigar a participacao do PAF nos eventos anteriores.
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3 METODO

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com peso médio de 30 gramas,
provenientes do Biotério da Universidade de Mogi das Cruzes, mantidos com ragao e agua ad
libitum, e em ciclo claro/escuro de 12 horas. O desenvolvimento desse projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica de Utilizagdo de Animais de Experimenta¢io da Universidade de
Mogi das Cruzes. O nimero de animais utilizados no desenvolvimento desse estudo encontra-

se em uma tabela demografica (Apéndice 1, pagina 67).

3.2 Obten¢ao e armazenamento dos venenos dos escorpioes 7. bahiensis e T.

serrulatus

Os venenos liofilizados dos escorpides 7. bahiensis (vIb) e T. serrulatus (vTs) foram
cedidos pelo Laboratério de Artrépodos do Instituto Butantan por intermédio da colaboradora
deste projeto, Dra. Catarina de Fatima Pereira Teixeira (Unidade de Inflamagdo do
Laboratorio de Farmacologia do Instituto Butantan). O veneno foi mantido a -20°C até o
momento do uso, quando foi diluido em PBS estéril, e a solucdo foi filtrada através de

membranas de celulose de 0,22um.

3.3 Avaliacao do edema de pata induzido pelos venenos dos escorpioes

Para este estudo, o vTs e o vIb foram injetados no coxim plantar de uma das patas
posteriores dos camundongos, na concentracao de 80 ug/kg, em volume de 50 pL. A pata

contralateral foi utilizada como controle, e recebeu 50 pL. de NaCl 0,9% estéril. O volume das
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patas, medido até a articulacgdo tibio-tarsica, foi avaliado em diferentes intervalos de tempo (5,
15, 30 minutos, 3, 6 e 24 horas) apds a inje¢ao dos venenos (Figura 4 A), com o auxilio de um
pletismografo (Figura 4 B). Determinado o efeito do veneno apos a 24" hora, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical. O resultado foi expresso em porcentagem do
aumento do volume da pata em relagdo ao volume inicial, e determinado através da razao
entre os volumes da pata com veneno e o da pata controle, como demonstrado abaixo:

% de aumento podal = Vol. Final — Vol. Inicial x 100

Vol. Inicial

ﬁ\ A
'5 Controle

Contralateral
50 L de NaCl0.9% estéril

Experimental

5,15, 30 minutos

3,6 e24 horas I

Figura 4: avaliagdo do edema de pata induzido pelos venenos dos escorpides. Em A desencadeamento

¥Ts ¢ vTh 80 19/Kg
em volume 50 1L

do edema; em B leitura no pletismégrafo

3.4 Avaliacao do numero de células da cavidade peritonial

O envenenamento do animal por via intraperitonial foi utilizado para o estudo do
nimero de leucocitos da cavidade peritonial, e foi desencadeado pela administracdo dos
venenos na dose de 200 pg/kg, diluido em PBS (phosphate buffered saline — salina
tamponada com fosfato) e injetado em um volume constante de 300 pL (Ilustracao 5). Esta
dose de veneno foi escolhida com base na literatura (Pessini et al., 2003), e experimentos
piloto desenvolvidos por nds, que demonstraram que essa dose induz um acidente de
intensidade moderada a grave, porém nao ¢ letal. Os animais controle receberam um volume

equivalente ao da solucao do veneno de PBS.
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Decorridos os tempos de 6 € 24 horas apos a administracdo dos venenos, os animais

foram sacrificados por deslocamento cervical e a lavagem da cavidade peritonial foi efetuada

com 5 mL de meio de cultura RPMI-1640 contendo 5% de soro fetal bovino (Figura 5 A). O

lavado peritonial foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante

descartado. A contagem total de leucocitos foi realizada em camara de Neubauer (Figura 5 B),

diluindo-se previamente uma aliquota do lavado na propor¢do de 1/20 (v/v) em liquido de

Turk. A contagem diferencial (Ilustracdo 5 B) foi efetuada apds a confeccao de laminas em

citocentrifuga (600 rpm por 4 minutos); para tanto, ajustamos a concentracao de células para 1

X 10°/400 puL. Apds sua confecgio, as laminas foram coradas com Giemsa (corante comercial

HEMA-3).
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Figura 5: desencadeamento do envenenamento (A) e avaliacdo do numero de células da

cavidade peritonial (B).

3.5 Avaliacao da participacido do PAF sobre as acoes dos venenos

A participacdo do PAF como mediador das agdes edematogénica e de migragdo

celular, desencadeadas pelos venenos, foi avaliada com a utilizagdo de um antagonista de seus
receptores, o WEB-2170 (5-(2-clorofenil)-3,4-dihidro-10-metil-3-[(4-morfolinil) carbonil]-
2H,7H-ciclopenta [4,5] tieno[3,2-f][1,2,4] triazolo[4,3-a][1,4] diazepine, diluido em PBS
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estéril e administrado por via intraperitonial na dose de 3 mg/kg, 30 minutos antes da
administracdo dos venenos. O WEB-2170 foi obtido da Boehringer-Ingelheim (Alemanha), e

gentilmente cedido pela Profa. Dra. Sonia Jancar.

3.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste ¢ de Student ndo pareado com a distribuicao
Gaussiana avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Caso algum grupo de dados nao
tenha apresentado distribui¢do Gaussiana, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Coeficiente
de significancia avaliado foi de p<0,05. Os resultados foram expressos como a média + e.p.m.

(erro padrao da média).
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4 RESULTADOS

Nosso estudo concentrou-se na comparagdo de sinais de inflamacdo local (edema e
migracgdo celular), causados pelos venenos de dois escorpides da familia Buthidae envolvidos
em acidentes de importancia médica em nosso pais. A participacao do PAF nesses eventos foi

avaliada com o uso de um antagonista seletivo de seus receptores, 0 WEB-2170.

4.1 Efeito edematogénico dos venenos dos escorpides 7. serrulatus ¢ T.

bahiensis

Como demonstrado na figura 6, os venenos desencadearam edema local (pata) de
intensidade e cinética temporal similar. Em ambos os casos, o edema teve rapido
estabelecimento (logo aos 5 minutos) e alcancou o maximo de intensidade aos 15 minutos,

diminuindo gradativamente, mas ainda presente na 24” hora.
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Figura 6: Efeito edematogénico dos venenos dos escorpides T. serrulatus e T. bahiensis. Os animais
receberam por via subcutinea em uma das patas NaCl 0,9% estéril (pata controle), ¢ na outra os

venenos (80 pg/kg em ambos os casos). O volume da pata foi medido ao longo de 24 horas nos



29

intervalos indicados. Os resultados foram obtidos em grupos de 10 a 12 animais e estdo representados

como média * e.p.m.

4.2 Participacdo do PAF no edema induzido pelos venenos dos escorpioes 7.

serrulatus ¢ T. bahiensis

Quando avaliamos o envolvimento do PAF no edema, com o uso de um antagonista de
seus receptores (WEB-2170), foram obtidos resultados distintos em relagdo aos diferentes
venenos.

Em relacdo ao vTs (figura 7, grafico A- abaixo), o tratamento dos animais com o
WEB-2170 nao teve efeito apenas no tempo de 5 minutos, mas inibiu o estabelecimento do
edema nos tempos subseqiientes, controlando-o por completo (0 a 3% de edema) apds 6
horas. No entanto, quando avaliamos o efeito do tratamento com o WEB-2170 no edema

causado pelo vTb (figura 7, grafico B pagina 30), ndo foi notada qualquer alteragao.

160*A -=-vTs 80 ug/kg

-e-WEB-2170
3 mg/kg ip

140r
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5 15 30 1 3 6 24
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Figura 7: Participacdo do PAF no efeito edematogénico do 7. serrulatus (grafico A).
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Figura 7 continuacio: Participagdo do PAF no efeito edematogénico do 7. bahiensis (grafico B). Os
grupos vTs 80 ug/kg e vTb 80 pg/kg (n=12 e 10) receberam os venenos em uma das patas, tendo a
outra recebido NaCl 0,9%. Os grupos WEB-2170 3 mg/kg ip (n=7 em ambos) foram pré-tratados 30
minutos antes da injecdo dos venenos. O volume das patas foi medido por 24 horas nos intervalos
indicados. Os resultados estdo representados como média + e.p.m. *P<0,05 em relagdo ao grupo sem

tratamento.

4.3 Efeito dos venenos dos escorpides 7. serrulatus ¢ T. bahiensis sobre o

numero de células da cavidade peritonial

A avaliacao da populacao celular da cavidade peritonial 6 horas apos a administragao
local do vTs (figura 8, grafico A), mostrou que houve aumento de 50% no numero total de
células, acompanhado pelo aumento de 60% no nimero de células mononucleares (Mono).
No entanto, o contrario ocorreu quando avaliamos o numero de células na cavidade peritonial
na 24 hora apods a administragdo do vTs (figura 8, grafico B), houve uma diminui¢do (40%)
no nimero total de células, acompanhada pela queda (36%) no nimero de Mono. Este veneno
ndo alterou a quantidade de polimorfonucleares (PMN) em nenhum dos tempos estudados.

Quando o efeito do vTb foi investigado 6 horas apés a sua administracao (figura 9,
grafico A), notamos um aumento de 10 vezes no numero de PMN e, embora tenha ocorrido
uma tendéncia ao aumento no numero total de células, este fato nao alcangou diferenca

estatistica em comparagdo ao grupo controle (injecdo de PBS). A quantidade de Mono nao foi
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modificada pelo vTb. A avaliagdo das células apds 24 horas da estimulacao do peritonio pelo
vTb (figura 9, grafico B), indicou que o nimero de PMN continuou aumentado (4 vezes) em
relagdo ao grupo controle, sem alteragdo no nimero de Mono e total de células (embora neste

ultimo tenha ocorrido uma tendéncia ao aumento, como na 6 hora).
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Figura 8: Analise quantitativa e qualitativa da populagdo celular peritonial apds a administragdo do
vTs. O grafico A mostra o efeito do vTs (grupo 200 pg/kg ip, n=11) 6 horas apos a sua administragdo.

O grafico B mostra o efeito do vTs (n=13) 24 horas ap6s. Total: nimero total de células na cavidade;



32

Mono: células mononucleares; PMN: células polimorfonucleares. Os resultados estdo representados

como média * e.p.m. ¥*P<0,05 em relagdo ao respectivo controle (grupo PBS, n=5 — 6).
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Figura 9: Andlise quantitativa e qualitativa da populagdo celular peritonial apds a administragdo do
vTb. O grafico A mostra o efeito do vTb (grupo 200 pg/kg ip, n=9) 6 horas apds a sua administragdo.
O grafico B mostra o efeito do vTb (n=15) 24 horas ap6s. Total: nimero total de células na cavidade;
Mono: células mononucleares; PMN: células polimorfonucleares. Os resultados estdo representados

como média * e.p.m. *P<0,05 em relagdo ao respectivo controle (grupo PBS, n=5 — 6).
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4.4 Participacdo do PAF no efeito dos venenos dos escorpioes 7. serrulatus e

T. bahiensis sobre o numero das células da cavidade peritonial

No envenenamento de 6 horas com o vTs o numero de células peritoniais nao foi
alterado significativamente pelo uso do WEB-2170, embora tenha ocorrido uma tendéncia ao
aumento no nimero de PMN (figura 10, grafico A). No entanto, quando avaliadas as
populagdes celulares na 24* hora apds a administragcao do vTs (figura 10, grafico B), o WEB-
2170 teve efeito significativo diminuindo o ntmero total de células (40%) e o de Mono
(50%), em relacdo aos animais sem tratamento. Por outro lado, o antagonismo aumentou o
nimero de PMN (100%). Em relagdo ao vIb (no envenenamento de 6 horas), o antagonismo
do PAF nao alterou o nimero de PMN, mas resultou em uma redu¢dao no numero total de
células (31%) e no de Mono (33%) em relacdo aos animais controles (figura 11, grafico A).
No grafico B da figura 11 estdo representados os resultados do antagonismo do PAF no
envenenamento de 24 horas com o vTb, e nota-se que ndo houve efeito significativo do WEB-
2170.

Como controle da administracio do WEB-2170 sobre o nimero basal de células no
peritonio, desenvolvemos experimentos nos quais o numero de células foi comparado entre

grupos que receberam apenas PBS ou o antagonista. Os resultados estdo agrupados na tabela
1.

Tabela 1: Efeito do WEB-2170 sobre o nimero basal de células no peritonio.

Numero de células (x 10°) na cavidade peritonial

Grupos (n=5) Células totais Mononucleares Polimorfonucleares

PBS 6 horas 6,8+0,3 54+0,2 0,9+0,2
WEB-2170 6 horas 5,8+0,7 50+04 0,8+0,3

PBS 24 horas 8318 7,1£1,5 1,2+0,4
WEB-2170 24 horas 9,0+1,6 8,1+£1,2 1,0+ 04

Os resultados estao expressos como a média + e.p.m.
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Figura 10: Efeito do WEB-2170, antagonista do PAF, sobre o numero de células na cavidade
peritonial estimulada pelo vTs. O grafico A mostra o efeito do WEB-2170 (grupo WEB-2170 + vTs
200 ug/kg ip, n=6) ip 3 mg/kg 30 minutos antes do vTs, na modificagdo da quantidade de células da
cavidade peritonial exercida pelo vTs 6 horas apds a sua administracdo. O grafico B mostra o efeito do
WEB-2170 (grupo WEB-2170 + vTs 200 pg/kg ip, n=7) na acdo do vTs 24 horas apds a sua
administracdo. Total: niumero total de células na cavidade; Mono: células mononucleares; PMN:
células polimorfonucleares. Os resultados estdo representados como média £ e.p.m. *P<0,05 em

relacdo ao respectivo controle (PBS + vTs 200 pg/kg ip, n=5 para ambos os experimentos).
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Figura 11: Efeito do WEB-2170, antagonista do PAF, sobre o numero de células na cavidade
peritonial estimulada pelo vTb. O grafico A mostra o efeito do WEB-2170 (grupo WEB-2170 + vTb
200 ug/kg ip, n=8) ip 3 mg/kg 30 minutos antes do vIb, na modifica¢do da quantidade de células da
cavidade peritonial exercida pelo vIb 6 horas apds a sua administragdo. O grafico B mostra o efeito do
WEB-2170 (grupo WEB-2170 + vTb 200 pg/kg ip, n=6) na agdo do vIb 24 horas apds a sua
administracdo. Total: niamero total de células na cavidade; Mono: células mononucleares; PMN:
células polimorfonucleares. Os resultados estdo representados como média + e.p.m.. *P<0,05 em

relacdo ao respectivo controle (PBS + vTs 200 pg/kg ip, n=5 - 6).
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5 DISCUSSAO

Nosso estudo focalizou as alteragdes inflamatorias locais desencadeadas pelos venenos
de dois escorpides de importancia médica em nosso o pais, o 7. serrulatus e o T. bahiensis.
Mostramos que ambos t€ém a¢do edematogénica local e efeito sobre o numero de células na
cavidade peritonial, além disso, ha a participagdo do PAF em alguns dos eventos investigados.
O edema ¢ uma caracteristica marcante do escorpionismo, sendo que o mais estudado ¢ aquele
que ocorre nos pulmoes devido ao fato de que ¢ um achado importante nas vitimas fatais de
escorpionismo. A génese do edema pulmonar ainda ¢ motivo de controvérsia, podendo ser
considerada cardiogénica ou inflamatéria. Os trabalhos desenvolvidos por alguns poucos
grupos brasileiros avaliando a origem inflamatéria do edema pulmonar foram realizados com
o veneno do T. serrulatus (MATOS et al, 1999; FREIRE-MAIA ¢ DE MATOS, 1993;
FREIRE-MAIA et al, 1994; DE MATOS et al, 1997; AMARAL et al, 1994), ¢ nada foi ainda
publicado em relagdo a outros venenos de animais da nossa fauna. Nao ha trabalhos
discutindo o edema pulmonar induzido pelo vTb, apesar de Bucaretchi et a/ (1995) ter citado
que isso ja ocorreu em vitimas do 7. bahiensis. Foi demonstrado por (REVELO et al, 1996)
que o veneno do 7. serrulatus pode ser encontrado nos pulmdes no envenenamento
experimental mas, uma vez que existe uma resposta inflamatoria sistémica originada por esse
veneno, tanto no humano (MAGALHAES et al, 1999; D’SUZE et al, 2003; FUKUHARA et
al, 2003), quanto no camundongo (PETRICEVICH e PENA, 2002; PESSINI ez a/, 2003), fica
dificil saber se a inflamagao pulmonar ¢ diretamente induzida pelo veneno quando alcanca os
pulmdes, ou se as alteragdes sist€émicas com producao de varios mediadores inflamatorios sdo
as responsaveis.

Em nosso trabalho escolhemos avaliar o edema na pata uma vez que esta alteragdo ¢
pouco investigada, apesar de estar presente juntamente com a dor em muitos dos acidentes,
trazendo grande desconforto as vitimas. Além disso, a dose escolhida para ser utilizada nesses
estudos (80 pg/kg), com base em resultados prévios do nosso grupo, ndo induz alteragcdes que
evidenciam um efeito sistémico como lacrimagdo, salivacdo, piloere¢do, agitacao e
dificuldade respiratoria. Com isso, podemos afirmar com alguma seguranga que o edema
observado ¢ resultado da acdo local do veneno, o que poderia ocorrer em qualquer outro sitio,

como nos pulmaes.
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H4 um tunico trabalho que avaliou o edema de pata induzido pelo veneno do T.
serrulatus (NASCIMENTO Jr et al, 2005). O edema local também foi estudado por outros
grupos, ¢ foi demonstrado anteriormente, que o Buthus martensi (outro escorpido da familia
Buthidae, encontrado na Asia), também induz edema na pata (CHEN et al, 2002). Nosso
trabalho foi o primeiro a demonstrar que o vTs e o vIb provocam edema local de intensidade
similar ao longo do tempo. Devido a presenga de neurotoxinas nos venenos escorpionicos, ¢
possivel que a acdo edematogénica tenha sido resultado de uma inflamag¢do neurogénica,
como demonstrado por Leme et a/ (1978) através da estimulacao do nervo ciatico de ratos. De
fato, segundo De-Matos et al (1999), no edema pulmonar desencadeado pelo veneno do 7.
serrulatus ocorre a participagdo de neuropeptideos, o que levaria a ativacdo de mastdcitos
que, por sua vez, liberariam mediadores envolvidos no aumento da permeabilidade vascular.

Apesar de, em 2001, esse mesmo grupo de cientistas ter demonstrado que mastdcitos
estdo envolvidos com o edema pulmonar no escorpionismo experimental (De-MATOS et al,
2001), Nascimento Jr ef al (2005) descartaram a participacdo dos mastdcitos no edema de pata
pelo veneno do 7. serrulatus. Esses autores mostraram que aminas vasoativas (histamina e 5-
hidroxitriptamina, que sao armazenadas pelos mastdcitos) podem participar do edema de pata
mas, no entanto, foram encontradas no proprio veneno. A 5-hidréxiriptamina ja foi encontrada
no veneno de varios artropodes (WELCH e BATTY, 1963). Além disso, quando trataram um
grupo de animais com um reconhecido inibidor de mastocitos, ndo obtiveram sucesso na
modulagdo do edema. Em suporte a esses resultados que excluem os mastocitos como
participantes, a0 menos do edema no escorpionismo, demonstramos que tanto in vivo (através
da modulagdio do edema pulmonar com anti-histaminico e um inibidor da ativacdo de
mastdcitos) como in vitro e ex vivo (avaliando-se a concentragdo de serotonina no
sobrenadante de células peritoniais ¢ do mesentério), o vIs ndo ativa mastdcitos
(KWASNIEWSKI et al, 2006). Apesar desses resultados discordantes, e de ndo termos
avaliado a participacdo dos mastdcitos nesse estudo, estamos inclinados a acreditar que
outra(s) célula(s) deve(m) ser responsavel(eis) pelo edema observado. Ao menos o macréfago
pode ser uma delas.

Sabe-se que os macrofagos sdo ativados pelo vTs (PETRICEVICH, 2002;
PETRICEVICH e LEBRUN, 2005), embora o reflexo disso in vivo ndo esteja esclarecido.
Podemos supor que participariam do edema, uma vez que secretam mediadores envolvidos
nesse tipo de resposta, como, por exemplo, o PAF (MENCIA-HUERTA e BENVENISTE,
1981; KAMATA et al, 1996), que pode atuar diretamente sobre o endotélio gerando o edema
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(BUSSOLINO et al, 1987). Os macrofagos podem secretar também tromboxano A;
(ALLAITH et al, 1993), que também participa de edema (TAVARES DE LIMA et al, 1995).

O PAF tem recebido destaque no estudo do escorpionismo. Nos trabalhos de Freire-
Maia e Matos (1993), Matos et al (1997), Matos et al (1999) onde a hipdtese de edema
pulmonar inflamatério foi avaliada, a participagdo do PAF foi inicialmente dada como certa,
mas posteriormente tornou-se controversa.

Avaliamos a participagdo do PAF no edema de pata induzido pelos diferentes venenos
e notamos respostas contraditorias. Apenas no edema desencadeado pelo vTs o PAF foi
importante, ndo tendo sido quando utilizamos o vTb. Cabe o registro que o edema de pata
ocasionado pelo veneno de um outro artropode, a Apis melifera, nao foi modulado pelo PAF
(CALIXTO et al, 2003). A auséncia de efeito do antagonista do PAF sobre o edema induzido
pelo vTb indica que esse mediador ndo ¢ imprescindivel no desenvolvimento do edema,
apesar de ndo podermos descartar que a sua producdo possa estar presente. Nao sabemos o
motivo exato dessa diferenca entre as agdes dos venenos mas, ainda que os venenos desses
escorpides contenham toxinas com alto grau de similaridade em sua seqiiéncia de
aminoacidos (BECERRIL ef al, 1996), podem existir toxinas ainda ndo descritas
(provavelmente a maior parte das presentes nos venenos) com agdes distintas. Também
devemos levar em conta que a similaridade entre as toxinas ndo garante agdo bioldgica
idéntica, e ainda que, utilizando o veneno bruto (como fizemos) ¢ plausivel que o seu efeito
biologico seja uma somatoéria da acao das varias toxinas.

Como ja destacado, o principal envolvido nos acidentes graves e fatais ¢ o T.
serrulatus, embora o motivo disso seja desconhecido. Nossos resultados sobre a participagao
do PAF no edema induzido pelo vTs, mas nao pelo vIb, pode explicar o motivo pelo qual nos
acidentes severos com edema pulmonar, o agente responsavel (quando identificado) ¢ T.
serrulatus. Como discutido anteriormente, embora controverso, o PAF ja foi identificado
como importante no edema pulmonar induzido pelo vTs. Assim, caso o PAF seja mesmo
importante para o edema ou outras alteragdes pulmonares, a diferenca observada por nos
(participagdo do PAF no edema gerado pelo vTs mas nao pelo vTb), estudando o edema de
pata, pode ser determinante no resultado final do acidente.

No entanto, se 0 PAF ndo ¢ importante para o edema observado apds a administracao
do vTb, outros mediadores tiveram provavelmente participagdo. Para que um mediador se
“encaixe” na situagdo estudada, ele deve ser rapidamente gerado ou secretado visto que a
instalacao do edema foi muito répida (pico aos 15 minutos). Um candidato plausivel seria a

bradicinina, uma vez que dor e edema podem ser desencadeados por ela no local da injuria. A
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bradicinina ¢ rapidamente formada pelo sistema gerador de cininas no plasma pela agdo
conjunta do fator XII, precalicreina e cininogénio de alto peso molecular, ou ainda em outros
tecidos, que ndo o sangue, com a participacao de cininogénio de baixo peso molecular e
aminopetidase (revisto por BHOOLA et al, 1992). Foi demonstrado anteriormente, que o
veneno de escorpido pode levar a formagdo de cininas no plasma (LAHIRI e CHAUDHURI
1983), e que podem ser encontrados no veneno desses animais, peptideos potencializadores da
acdo da bradicinina (MEKI et al, 1995). Adicionalmente encontra-se um nivel plasmatico
elevado de bradicinina em coelhos injetados com o veneno do escorpido Leiurus
quinquestriatus (FATANI et al, 1998). Quanto ao veneno de escorpides que ocorrem em
nossa fauna, recentemente Fukuhara et al (2004) publicaram um estudo onde existem
evidéncias da formag¢do de cininas em seres humanos picados pelo 7. serrulatus.

Na segunda etapa de nosso trabalho estudamos a acdo dos venenos sobre o numero de
células presentes na cavidade peritonial, mais uma vez uma agao local do veneno, injetando-o
diretamente na cavidade. A dose escolhida (200 pg/kg) € suficiente para induzir alteragdes
sist€émicas, porém sem letalidade. Assim como na pele, macrofagos e os mastocitos sao
células do sistema imune residentes na cavidade peritonial. Também nesses experimentos
encontramos diferencas significativas entre as acdes dos venenos. Na 6* hora apds a
administracdo do vTs encontramos um aumento no nimero total de células concomitante ao
aumento no nimero de macrofagos, enquanto que o vIb induziu um aumento expressivo no
nimero de PMN.

Como descrito anteriormente, os macrofagos podem ser ativados pelo vTs, e ¢
plausivel que estimulem a migracdo de leucdcitos para a cavidade peritonial. Uma
possibilidade para a ativacdo de macréfagos pelo veneno de escorpides seria a participacao de
canais de K sobre essas células. Foram encontradas no vTs, toxinas que agem em canais de
K" e, como demonstrado por Vicente et al (2003), a interacdo de substincias com estes canais
pode induzir rotas bioquimicas que culminam na expressdo de genes que levam a transcrigao
de citocinas pro-inflamatdrias por macrofagos. J& foi demonstrado por Petricevich (2002) que
macrofagos estimulados in vitro pelo vTs produzem citocinas como a IL-1 e a IL-6. Além
disso, as mesmas citocinas também foram encontradas no soro de camundongos 2 a 4 horas
apés o envenenamento (pelo vTs) (PETRICEVICH E PENA, 2002). Resultados similares
acerca dos niveis de citocinas foram obtidos por Pessini et al (2003), além da demonstracao
de niveis elevados de TNF-a no soro, com pico na 2* hora do envenenamento. Concentragdes
elevadas dessas citocinas também foram encontradas em pacientes picados por escorpides da

familia Buthidae em outras regides do mundo (BARBOUCHE et al, 1996; MEKI et al, 1998),
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bem como no Brasil (MAGALHAES et al, 1999). A IL-1 est4 intimamente envolvida com a
migracdo de neutréfilos (NOURSHARGH e al, 1995; CASALE e COROLAN, 1999;
YOUNG et al, 2002), enquanto que a IL-6 estd envolvida tanto na mobilizagao de neutrofilos
marginais para o fluxo sangiiineo, como na saida dessas células da medula 6ssea para o
sangue (ULICH et al, 1989; SUWA et al, 2000), o que obviamente também podera ter
reflexos na migra¢do dessas células para o local da injaria. Além disso, Meki et al (2003)
mostraram no soro de seus pacientes a presenca de mais uma citocina envolvida na migracao
de neutrofilos, a IL-8.

Tomadas essas informagdes em conjunto, podemos especular que em nossos
experimentos os macrofagos da cavidade peritonial produziram essas citocinas in sifu, que,
por sua vez, estimularam a migragao celular. As informagdes descritas acima podem explicar
o acumulo de PMN na cavidade peritonial 6 horas apos a administragdo do vTb. No entanto,
quando os animais foram envenenados com o vTs, ndo encontramos um niimero aumentado
de PMN, como descrito por Pessini et al (2003) mas, ao contrario, o nuimero de Mono (em sua
maioria macrofagos) havia aumentado. Além do nimero de Mono aumentado, a quantidade
de células totais também se encontrava elevado. Entretanto, Pessini et al avaliaram o tempo
de 8 horas apos o envenenamento, € nds, 6 horas; talvez o motivo da discrepancia esteja nesse
fato. O aumento no niimero de Mono apos 6 horas de envenenamento foi uma surpresa, uma
vez que a migracao dessas células geralmente ocorre tardiamente apos o estimulo, geralmente
depois dos neutrofilos. Para que isso tenha ocorrido, provavelmente algum mediador
envolvido na migragao de monocitos foi produzido, e, uma vez que o nimero de Mono foi
aumentado, e essas células respondem pela maior parte das células totais encontradas na
cavidade peritonial, ¢ de se esperar que o nimero total de células também tenha aumentado.
De fato, Henderson et a/ (2003) demonstraram que monocitos podem migrar rapidamente (2
horas apds o estimulo) devido a producdo de MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1)
por macrofagos residentes, o que ocorreu de maneira independente da migracdo de
neutrdfilos. Além disso, Costa et a/ (2005) demonstraram que o TNF-a, administrado na pele
de camundongos, induziu a migracao precoce de mondcitos (em 4 horas). Interessantemente,
esses autores demonstraram que o efeito do TNF-a deu-se através da ativacdo de nervos
sensoriais, pois demonstraram a participacdo dos receptores NKI1 (um receptor para
neuropeptideos). E notoério que os venenos de escorpides contém neurotoxinas e, em relagdo
ao vTs, De Matos et al (1999) demonstraram que a possivel estimulacdo da liberagao de
neuropeptideos e sua ocupagdo dos receptores NKI no envenenamento experimental,

possivelmente participa da formagdo do edema pulmonar em ratos. Além disso, Abdel-
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Haleem et al (2006) demonstraram a presenga da citocina RANTES no soro de pacientes
severamente envenenados, logo apds (5 a 8 horas) a sua admissao hospitalar, permanecendo
em niveis elevados por até¢ 24 horas. A RANTES ¢ uma citocina envolvida no recrutamento
de células mononucleares, como os monocitos (VOLIN et al, 1998).

Os resultados obtidos 24 horas apds o envenenamento também diferiram em relacao
ao veneno utilizado. Enquanto o nimero de PMN continuava aumentado nos animais que
receberam o vTb, o que ¢ condizente com o processo de migragao dessas células e com as
citocinas encontradas no envenenamento (como descrito acima), naqueles envenenados com o
vTs o numero total de células e de Mono diminuiu em relagdo ao indice basal (animais que
ndo foram envenenados). Possivelmente, isso tenha ocorrido devido ao fendmeno
denominado reacao de desaparecimento de macréfagos (macrophage disapearance reaction,
MDR). Essa reagdo ¢ pouco estudada, mas uma revisao ¢ provida por Barth et al (1995).
Como o proprio termo ressalta, na MDR os macrofagos “desaparecem” do tecido apds um
estimulo. Inicialmente, as proteinas do processo de coagulagdo sangiliinea podem estar
envolvidas, basicamente o fibrinogénio/fibrina. O extravasamento dessas proteinas poderia
estabelecer uma ligacdo entre os macrdofagos e filamentos de fibrina, tornando dificil a
recuperagdo dessas células através do lavado da cavidade (LEAK, 1983). Outra possibilidade,
que também faz parte da explicacdo para a MDR por outros estimulos estudados, ¢ que o vTs
tenha ativado os macrofagos residentes que, durante esse processo, passaram a expressar
moléculas que promovem uma maior adesdo dessas células ao mesotélio, como por exemplo,
a integrina CD11b/CD18. Como resultado disso, foram recolhidos menos macrofagos pelo
lavado. Como os Mono representam a maior parte das células encontradas no peritdnio, tendo
seu numero sido reduzido, isso teve reflexo significativo no niimero total de células. Uma
ultima situagdo possivel, ¢ que os macrofagos foram ativados e deixaram o local onde se
encontravam, em dire¢do aos linfonodos mais proximos para apresentar antigenos. Ainda que
isso ocorra, essa explicagdo parece a menos provavel, pois ndo seriam muitos os macrofagos
que deixariam a cavidade peritonial, mas em niimero reduzido, o que provavelmente ndo seria
notado com a metodologia utilizada por nos.

A participagdo do PAF nos eventos celulares que se seguiram apds a administragdo
dos venenos, mostrou que, a exemplo do que houve no edema, esse mediador atuou de
maneira diferente em relagdo ao estimulo utilizado. Enquanto que o antagonista do PAF nao
interferiu no acimulo de Mono 6 horas apds a administragao do vTs, houve uma diminuigao
no numero total de células e de Mono quando o estimulo foi o vTb, mas nada ocorreu quanto

aos PMN. Esse resultado foi inesperado, pois, como o vTb induziu migragdo de PMN, e em
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outros modelos de inflamacdo o PAF geralmente esta envolvido estimulando esse processo,
esperavamos que o antagonismo de seus receptores resultasse em inibicdo da migra¢do de
PMN. No entanto, como descrito por Nourshargh et al/ (1995), dependendo do estimulo o
PAF pode ou nao ter participagao na migragdo de neutrédfilos; conforme esse estudo, quando o
estimulo foi o tripeptideo formilado (um produto bacteriano), o tratamento dos animais com
um antagonista do PAF nao teve efeito. A diminui¢do do niimero de Mono sera discutida
abaixo.

Vinte e quatro horas apos o envenenamento com o vTb, o antagonismo do PAF nao
afetou o panorama do nimero de células, mas quando o veneno utilizado foi o vTs o
antagonismo diminuiu ainda mais a quantidade total de células e de Mono, mas aumentou a
quantidade de PMN. O decréscimo no nimero de Mono ap6s o tratamento com o antagonista
do PAF também ocorreu no envenenamento com o vIb apos 6 horas. Assim, o PAF endogeno
parece modular, depois de algum tempo apds a sua producdo, a acdo de macréfagos
peritoniais residentes, inibindo-os. Fecchio et a/ (1990) encontraram o mesmo efeito de
antagonistas do PAF sobre células mononucleares peritoniais, mas estudando o processo em
um modelo de tumor ascitico. Na observacao desses autores (FECCHIO et al, 1990),
aparentemente o PAF enddgeno levou a producdo de prostaglandina E, pelos macréfagos,
que, por sua vez, atuou negativamente sobre os mesmos permitindo o crescimento tumoral.
De fato, Goodwin e Webb (1980) demonstraram que o PAF induz a liberacdo de metabdlitos
da ciclooxigenase (como as prostaglandinas), o que, segundo Gebhardt et al, (1988), inibem a
expressao da molécula CPH-II (um indicador de ativagao) por macrofagos.

Além disso, a quantidade do PAF enddgeno produzida também deve ser levada em
conta, e lembramos que, na indu¢do do edema de pata, aparentemente o vIs promoveu uma
importante produg¢dao do PAF, enquanto o vTb ndo. PIGNOL et a/ (1987) mostrou que uma
dose baixa do PAF induz a producdo de IL-1 por mondcitos estimulados por
lipopolissacarideo, enquanto uma dose alta a inibe. Se um mecanismo semelhante esteve em
operacdo em nossos experimentos de migragdo celular, podemos supor que, nos animais
desafiados com o vTb pode ter ocorrido uma baixa ou insignificante producao do PAF e, em
contraste, uma alta producao de IL-1, resultando em influxo de PMN. Ja nos animais
desafiados com o vTs pode ter ocorrido uma alta producao de PAF e, portanto, baixa de IL-1,
o que nao foi suficiente para estimular a migragdo de PMN. Esse quadro no envenenamento
com o vTs foi invertido quando o antagonista do PAF foi administrado, ou seja, menos PAF
ocupando receptores, mais IL-1 produzida, resultando em migracao de PMN apos 24 horas. Ja

nos animais desafiados com o vTb, o tratamento como o antagonista do PAF ndo teve efeito
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sobre a migracdo de PMN, que talvez estivesse em seu maximo. Por outro lado, 6 horas apos
a administracdo do vTb nos animais pré-tratados com WEB-2170, esses passaram a se
comportar como os desafiados com ovTs, ou seja, houve uma MDR.

Nosso trabalhou demonstrou que venenos de escorpides da nossa fauna, pertencentes
ao mesmo género, mas espécies diferentes, podem ter acdes distintas. Esse fato possivelmente
tem influéncia sobre o desfecho do acidente. Esperamos assim, termos contribuido para um

melhor entendimento da fisiopatologia dos acidentes com escorpides em nosso pais.
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6 CONCLUSOES

1) os venenos estudados tém agdo edematogénica local de igual monta, mas possivelmente

mediada de maneira distinta;

2) enquanto o PAF provavelmente estd envolvido no edema induzido pelo vTs, ndo teve

participagdo quando o indutor foi o vTb;

3) o vTb ¢ um importante indutor de neutrofilia na cavidade peritonial, por outro lado, o vTs
provavelmente tem uma acao muito importante na migragdo de mononucleares € na ativacao

destes, o que ndo implicou diretamente na migragdo de PMN;

4) na cavidade peritonial, o PAF participou de maneira distinta da migragao e, provavelmente,

do estado de ativagdo celular induzidos pelos venenos.
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Experimento n
Edema de pata induzido pelo vTs (figura 1) 12*
Edema de pata induzido pelo vTb (figura 1) 10*
Antagonismo do PAF no edema de pata induzido pelo vTs (figura 2, grafico A) 7
Antagonismo do PAF no edema de pata induzido pelo vTb (figura 2, grafico B) 7
Controles (grupo PBS) do efeito do vTs sobre o nimero de células na cavidade 5
peritonial — 6 horas (figura 3, grafico A)

Avaliacdo do efeito do vTs (grupo vTs 200 pg/kg ip) sobre o nimero de células na 11
cavidade peritonial — 6 horas (figura 3, grafico A)

Controles (grupo PBS) do efeito do vTs sobre o nimero de células na cavidade 6
peritonial — 24 horas (figura 3, grafico B)

Avaliacdo do efeito do vTs (grupo vTs 200 pg/kg ip) sobre o nimero de células na 13
cavidade peritonial — 24 horas (figura 3, grafico B)

Controles (grupo PBS) do efeito do vTb sobre o numero de células na cavidade 5
peritonial — 6 horas (figura 4, grafico A)

Avaliacdo do efeito do vTb (grupo vTb 200 pg/kg ip) sobre o nimero de células na 9
cavidade peritonial — 6 horas (figura 4, grafico A)

Controles (grupo PBS) do efeito do vTb sobre o numero de células na cavidade 6
peritonial — 24 horas (figura 4, grafico B)

Avaliacdo do efeito do vTb (grupo vTb 200 pg/kg ip) sobre o nimero de células na 15
cavidade peritonial — 24 horas (figura 4, grafico B)

Controles (grupo PBS) da avaliagdo do efeito do WEB-2170 (3 mg/kg ip) sobre o 5
nimero de células da cavidade peritonial de camundongos ndo envenados — 6 horas
(tabela da pagina 33)

Avaliagao do efeito do WEB-2170 (3 mg/kg ip) sobre o nimero de células da 5
cavidade peritonial de camundongos ndo envenados — 6 horas (tabela da pagina 33)
Controles (grupo PBS) da avaliagdo do efeito do WEB-2170 (3 mg/kg ip) sobre o 5
numero de células da cavidade peritonial de camundongos nao envenados — 24 horas
(tabela da pagina 33)

Avaliacdo do efeito do WEB-2170 (3 mg/kg ip) sobre o numero de células da 5

cavidade peritonial de camundongos ndo envenados — 24 horas (tabela da pagina

33)
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Controles (grupo vTs 200 pg/kg ip) do efeito do antagonismo do PAF sobre o efeito 5

do vTs no niimero de células na cavidade peritonial — 6 horas (figura 5, grafico A)

Avaliagao do antagonismo do PAF (grupo WEB-2170 + vTs 200 ug/kg ip) no efeito 6
do vTs sobre o nimero de células na cavidade peritonial — 6 horas (figura 5, grafico

A)

Controles (grupo vTs 200 pg/kg ip) do efeito do antagonismo do PAF sobre o efeito 5

do vTs no nimero de células na cavidade peritonial — 24 horas (figura 5, grafico B)

Avaliacdo do antagonismo do PAF (grupo WEB-2170 + vTs 200 pg/kg ip) no efeito 7
do vTs sobre o nimero de células na cavidade peritonial — 24 horas (figura 5,

grafico B)

Controles (grupo vTb 200 ug/kg ip) do efeito do antagonismo do PAF sobre o efeito 6

do vTs no niimero de células na cavidade peritonial — 6 horas (figura 6, grafico A)

Avaliacdo do antagonismo do PAF (grupo WEB-2170 + vTb 200 pg/kg ip) no efeito 8
do vTs sobre o nimero de células na cavidade peritonial — 6 horas (figura 6, grafico

A)

Controles (grupo vTb 200 pg/kg ip) do efeito do antagonismo do PAF sobre o efeito 5

do vTs no nimero de células na cavidade peritonial — 24 horas (figura 6, grafico B)

Avaliagao do antagonismo do PAF (grupo WEB-2170 + vTb 200 pg/kg ip) no efeito 6
do vTs sobre o nimero de células na cavidade peritonial — 24 horas (figura 6,

grafico B)

Total de camundongos utilizados 172

*foram utilizados 5 animais para estudar o efeito da dose de 80 pg/kg do veneno (vTs ou
vTb), e mais 7 como controle no experimento para avaliar a participacdo do PAF no efeito

edematogénico do vTs, e 5 em relagdo ao vTb.
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