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BATTOCCHIO, Eduardo Colé. Modulagcao farmacolégica da hiperalgesia e
inflamacao desencadeadas pela peconha do escorpiao Rhopalurus rochai na
pata de camundongos. 2021. 57 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia
Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

O escorpionismo € um problema de saude publica no mundo, sendo a familia Buthidae
a mais relevante nos aspectos clinicos. No Brasil, é o acidente envolvendo animais
peconhentos com maior numero de casos registrados. Dentre os representantes da
nossa escorpiofauna, o Tityus serrulatus é o escorpiao envolvido na maioria dos
acidentes moderados a graves, sendo também o mais estudado. Porém, outros
representantes da familia Buthidae no Brasil, como o Rhopalurus rochai, sao ainda
pouco estudados. O principal sintoma observado nos acidentes escorpiénicos é a dor,
tema pouco explorado, até o momento, no campo de pesquisa. O envolvimento de
mediadores inflamatdrios na dor e hiperalgesia vem sendo relatado em estudos, tanto
direta como indiretamente, sendo que em relagao aos estudos induzidos por pegconhas
escorpidnicas e fazendo tal associagao, a quantidade de trabalhos é escassa. Outros
parametros da inflamacéao recorrentes em acidentes escorpidénicos, como o edema e
o recrutamento de neutrofilos também foram avaliados, sendo resultados inéditos aqui
apresentados para o Rhopalurus rochai. O objetivo desse trabalho foi avaliar os
potenciais fisiopatoldgicos da pegonha de Rhopalurus rochai (pRr), assim como a
participacdo do NF-01B, TNF-OOJOJCOX, histamina e NO na hiperalgesia mecanica,
edema e recrutamento de neutrdfilos na pata. Foram utilizados camundongos Swiss
machos e fémeas (20 a 25g). A pRr liofilizada foi diluida em NaCl 0,9% no momento
do uso e injetada i.pl. (2001L). Foram utilizados os farmacos PDTC (inibidor de NF-[1B;
100mg/kg, 10001L, sc., 1h antes do estimulo); etanercepte (bloqueador de TNF-[J;
10mg/kg, 2000L, ip., 48h e 1h antes do estimulo); dexametasona (anti-inflamatoério
esteroidal; 2 mg/kg, 100]L por gavagem, 1h antes do estimulo); indometacina (inibidor
nao-seletivo de COX; 5mg/kg, 2000IL, ip., 40 minutos antes do estimulo); celecoxibe
(inibidor seletivo de COX-2, 30mg/kg, ip., 1h antes do estimulo); pirilamina (agonista
inverso do receptor H1, 6mg/kg, ip., 30 minutos antes do estimulo); L-NAME (inibidor
nao-seletivo de NO-sintase, 10mg/kg, ip., 30 minutos antes do estimulo). A
hiperalgesia mecanica utilizando o método de von Frey (versao eletronica) e o edema,
utilizando um medidor de espessura, foram avaliados nos tempos de 0,5h, 1h, 3h e
6h apods estimulo. Os tecidos plantares foram coletados 3 horas apos o estimulo para
a dosagem de MPO, utilizada como indicador indireto de recrutamento de neutrofilos.
Das doses utilizadas da pRr (0,2, 0,6 e 2,4 [Ig/pata) para avaliar a hiperalgesia
mecanica, a de 2,4 [Ig/pata induziu maior intensidade de hiperalgesia mecanica, e
edema, tendo sido a escolhida para os experimentos subsequentes. A producao de
IL-1000e TNF-0J foi avaliada pelo método de ELISA, com a concentracdo de
ambas(atingindo o pico apés 3h do estimulo. O tratamento com PDTC,
dexametasona, etanercepte, indometacina e celecoxibe diminuiu a hiperalgesia
mecéanica e o edema. O tratamento com PDTC, dexametasona e celecoxibe
diminuiram o recrutamento de neutrdfilos. O presente estudo conclui que a pRr foi
capaz de induzir hiperalgesia mecanica, edema, producdo de IL-100 e TNF-[J, e
recrutamento de neutréfilos em pata de camundongos e, que o NF-[IB, TNF-[1, COX



tém participagado na hiperalgesia mecanica e edema, enquanto, NF-[1B, COX-2 tém
participacao no recrutamento de neutréfilos.

Palavras-chave: dor; edema; citocinas; leucdcitos; escorpido.



BATTOCCHIO, Eduardo Col6. Pharmacological modulation of hyperalgesia and
inflammation triggered by the scorpion Rhopalurus rochai venom in mice paw.
2021 57 p. Dissertation (Master's degree in 2021) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Scorpionism is a public health issue over the world, being the Buthidae family the most
relevant in clinical aspects. In Brazil, is the accident involving venomous animals with
highest number of registered cases. Among the representatives of the scorpions found
in Brazil, Tityus serrulatus is the involved in most of moderate and severe cases, being
the more studied. However, other representatives of the Buthidae family in Brazil, such
as Rhopalurus rochai, are still poorly studied. Pain is the main symptom observed in
scorpion accidents, a topic that has been little explored so far in the research field. The
involvement of inflammatory mediators in pain and hyperalgesia was reported in
several studies, both directly and indirectly, and this association is scarce in the
literature when it comes to scorpion venoms. Other recurrent inflammatory parameters
observed in scorpionic accidents, such as edema and neutrophil recruitment, were also
evaluated, being unpublished results for Rhopalurus rochai. The aim of this work was
to evaluate the pathophysiological potentials of Rhopalurus rochai venom (pRr), as
well as the participation of NF-B, TNF-J, COX, histamine and NO in mechanical
hyperalgesia, edema and neutrophil recruitment in the paw. Male and female Swiss
mice (20 to 25g) were used. The lyophilized pRr was diluted in 0.9% NaCl at the time
of use and injected i.pl. (200L). The drugs PDTC (NF-kB inhibitor 100mg/kg, 1000IL,
sc., 1h before stimulus); etanercept (TNF-[Iblocker; 10mg/kg, 200(IL, ip., 48h e 1h
before stimulus); dexamethasone (steoidal anti-inflammatory; 2 mg/kg, 100L by
gavage, 1h before stimulus); indomethacin (non-selective COX inhibitor; 5mg/kg,
2000L, ip., 40 before stimulus); celecoxib (selective COX-2 inhibitor, 30mg/kg, ip., 1h
before stimulus); pyrilamine (H1 receptor inverse agonist, 6mg/kg, ip., 30 before
stimulus); L-NAME (non-selective NO-sintase inhibitor, 10mg/kg, ip., 30 before
stimulus). Mechanical hyperalgesia using the von Frey method (electronic version) and
edema using a thickness gauge were evaluated at 0.5h, 1h, 3h and 6h after stimulation.
The plantar tissues were collected 3 hours after the stimulus for the measurement of
MPO, used as indirect indicator of neutrophil recruitment. Of the doses used of pRr
(0.2, 0.6 and 2.4 [Ig/paw) to assess mechanical hyperalgesia, the 2.4 [ig/paw
concentration induced greater intensity of mechanical hyperalgesia, and edema, which
was chosen for subsequent experiments. The production of IL-1J] and TNF-J was
evaluated by the ELISA method, with the concentration of both(] reaching the peak
after 3h of the stimulus. Treatment with PDTC, dexamethasone, etanercept,
indomethacin and celecoxib decreased mechanical hyperalgesia and edema.
Treatment with PDTC, dexamethasone, celecoxib decreased the recruitment of
neutrophils. The present study concludes that pRr was able to induce mechanical
hyperalgesia, edema, production of IL-10J and TNF-[1, and recruitment of neutrophils,
and that NF-[1B, TNF-[1, COX have a role in mechanical hyperalgesia and edema,
while NF-[JB and COX-2 have a role in recruiting neutrophils.

Key-words: pain; edema; cytokines; leukocytes; scorpion.
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1 INTRODUGAO

Os animais pegonhentos sdo aqueles que possuem glandulas onde
produzem e armazenam a peg¢onha, e aparelhos inoculadores, que sao capazes de
transferi-la para outro individuo, afim de defender-se de ameacas ou de atacar para
obter alimento. As substancias presentes na pegonha podem variar entre as
diferentes espécies de animais, assim como seus aparelhos inoculadores, indo de
presas e ferrdes, até espiculas e aguilhdes (ARBUCKLE, 2017). Os escorpides, um
dos animais pegonhentos mais comuns no mundo, possuem registros fosseis que
datam de 450 milhdes de anos e, atualmente, estima-se haver cerca de 2.200
espécies no mundo. Os escorpides sao classificados sendo do reino Animalia, filo
Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe Arachnida e ordem Scorpiones (GOYFFON e
TOURNIER, 2014; LOURENCO, 2018). A familia Buthidae €& a principal de
relevancia clinica, pois engloba as espécies relatadas em acidentes com humanos.
Na América Latina, o género Tityus € o que predomina, tendo representantes como:
T. cerroazul na América Central; T. obscurus, T. discrepans e T. zulianus na América
do Sul. No Brasil, encontram-se varios representantes do género Titytus, mas os
principais em relagdo ao numero e importancia dos acidentes sao: T. serrulatus,
encontrado em quase todo territério nacional; T. bahiensis, mais comum no Sudeste
e Sul; T. stigmurus, que habita a regido nordeste do pais (BRASIL, 2009; PUCCA,
2014, WARD, 2018).

Escorpides do género Rhopalurus, assim como os Tityus, pertencem
a familia Buthidae e, podem ser encontrados no Brasil. Relatos de caso envolvendo
Rhopalurus amazonicus (FUENTES-SILVA, 2014) e Rhopalurus agamemnon
(CARVALHO, 2007; BRANDAO e FRANCOSO, 2010) ja foram descritos. O efeito da
peconha de Rhopalurus mais estudada até o momento corresponde ao Rhopalurus
junceus, presente na América Central (DIAZ-GARCIA, 2015; YGLESIAS-RIVERA e
DIAZ-GARCIA, 2018;). O Rhopalurus rochai (figura 1) é outra espécie encontrada no
Brasil, mais precisamente nos biomas Cerrado e Caatinga (BRASIL., 2009), e
estudos tém identificado a sua ampla distribuicdo em alguns Estados, como a Bahia
e o Ceard (PORTO et al.,, 2010; CEARA, 2018) o que pode vir a se tornar um
problema nos proximos anos, caso sua distribuicdo siga crescendo. Além disso,
guase nada se sabe sobre os potenciais inflamatérios de sua pegonha. Pode ser

observado na figura 1 que, embora muito parecido com o Tityus serrulatus, algumas
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diferencas sado rapidamente notadas: coloragdo amarelo claro ou palha bastante
uniforme ao longo de todo o corpo do Rhopalurus rochai e amarelo mais escuro no
T. serrulatus e com o corpo (mesossoma e prossoma — abdémen e cabega) bastante
escuro como as terminagdes dos pedipalpos (garras), a “cauda” (metassoma)
amarela como os membros com o 5° segmento acompanhando a coloragdo do

corpo, mais escuro.

FIGURA 1 — Rhopalurus rochai (a esquerda) e Tityus serrulatus (a direita). Extraido de
Lourengo, W.R., 2016; e Porto et al. Scorpions, State of Bahia, northeastern Brazil.
Checklist, v. 6, n. 2, 2010. Direitos pertencentes a Tiago Porto.

No Brasil, os dados disponiveis no portal do SINAN (Sistema de
Informacao de Agravos de Notificagdo) indicam que os acidentes com escorpides
S0 0s mais numerosos quando comparados a outros animais pe¢conhentos, como
serpentes, aranhas e lagartas. Do total de acidentes registrados envolvendo animais
peconhentos (2.164.852 casos) de 2007 a 2019 (periodo em que as notificagbes
passaram a ocorrer com maior frequéncia) em torno de 50% foram com escorpides
(1.084.172), sendo que ha quase 3 vezes mais casos destes ultimos em relagéo a
serpentes (367.199 casos) e aranhas (366.396 casos). Tais proporgdes tem se
mantido nos ultimos anos (gréfico 1), alertando que medidas de prevencédo e
tratamento tém sido cada vez mais necessarias a populagdo (BRASIL, 2020).
Embora tenha ocorrido melhora de recursos para realizar notificagdes assim como a
disponibilizagdo desses dados em portais de transparéncia, podem haver
discrepancias entre os dados reportados em regides menos favorecidas
economicamente e ou, isoladas de grandes centros urbanos, como as regides em
que o R. rochai é encontrado. As subnotificagcbes podem ocorrer ainda devido aos

sinais e sintomas serem leves, 0s quais sd0 maioria no escorpionismo, no qual nao
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ha necessidade da utilizagdo de soros antiescorpidnico, contribuindo para uma
possivel irrealidade dos dados envolvendo as espécies de escorpides brasileiros
(FISZON, 2008).

Acidentes com animais peconhentos
300000

250000

200000
150000
100000

50000

2017 2018 2019

o

W Total M EscorpiBes Serpentes Aranhas

Grafico 1 — Numero de acidentes com animais pegonhentos no Brasil de 2017
2019.

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo - Sinan Net

A pecgonha escorpibnica contém diferentes tipos de substancias
como sais inorganicos, lipideos, aminas bioativas, nucleotideos, muco e, em maior
quantidade, proteinas. Destas, ha enzimas como hialuronidases, fosfatases, serino
proteases, metaloproteinases e fosfolipases (TOBASSUM, 2018). Ainda entre as
proteinas, ha também as neurotoxinas, as quais atuam em canais ibnicos
especificos (Na*, K*) de neurénios, causando intensificagdo de potenciais de agéo
com consequente liberagdo de neurotransmissores, como catecolaminas e
acetilcolina, as quais contribuem para os efeitos sistémicos que podem ser
encontrados nas vitimas (VASCONCELQOS, 2005; COLLAGCO, 2019).

Os quadros clinicos observados nos acidentes escorpidnicos sao

atualmente classificados em: classe |, classe Il e classe Ill, de acordo com os sinais
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e sintomas observados e relatados (KHATTABI, 2011). Dentro da classe | ha
manifestagdes locais como, eritema, edema e dor, principalmente. Ja na classe Il,
comegam a haver manifestagdes sistémicas, como, nausea, vomitos e taquicardia, e
na classe lll, as complicagcbes sistémicas sao intensas, levando a problemas
cardiacos e pulmonares, que podem resultar em o6bito, dependendo da condigéo de
saude da vitima. Em sua maior parte, os sinais e sintomas observados sdo em
decorréncia de processos inflamatorios desencadeados pelas pegonhas.

A inflamagéo é um processo bioldgico importante para a defesa do
NOsSSO organismo contra microrganismos, toxinas e corpos estranhos em geral. Seus
mecanismos compreendem indugado de febre, produgéo de citocinas, recrutamento
de leucdcitos para o tecido acometido, aumento da permeabilidade vascular para
facilitar o transporte de proteinas do plasma para o tecido, e, dor, como uma forma
de alertar sobre possiveis danos ao tecido. Normalmente, a inflamagdo é
autolimitante, porém, o desequilibrio da intensidade da inflamagao gerada pode levar
a desconfortos, ou até mesmo, agravar a situacéo de saude do individuo (CHEN et
al, 2018). Diversos mediadores podem estar envolvidos no processo inflamatério, a
depender do estimulo e contexto. Uma das principais moléculas envolvidas na
inflamacdo é o NF-xB, fator de transcricdo que induz a expressdo de varios
mediadores inflamatorios, como as citocinas IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8; moléculas de
adesao (ICAM-1, VCAM-1) e enzimas importantes como a COX. O NF-xB em sua
forma basal esta ligado a IxB no citosol, e quando € induzido por sinalizagdes
inflamatodrias, a IkB é fosforilada por IKKs, se liga a ubiquitinas e é entdo degradada
por proteassomos, liberando o NF-kB, que se desloca ao nucleo, onde se liga a
regides promotoras, induzindo a expressdo de uma grande diversidade de
moléculas, entre elas, os mediadores inflamatérios (LIU, 2017).

O TNF-a € uma das citocinas classicas descritas, que ao se ligar aos
receptores TNFR1 e TNFR2 podem exercer diversas fungdes, como: induzir a
proliferacdo celular; induzir a ativagdo do NF-kB, culminando na produgcdo de
diversos mediadores inflamatérios; induzir a diferenciacdo de mondcitos em
macroéfagos; induzir a apoptose de células infectadas, estressadas ou com
desequilibrio bioquimico (SEDGER e McDERMOTT, 2014). O aumento da producgé&o
de TNF-a foi relatado no escorpionismo (FUKUHARA, 2003; ABDEL-HALEEM,

2006; JALALI, 2011) assim como em modelos experimentais em murinos (ADI-
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BESSALEM, 2008; ZOCCAL, 2013). A importancia do TNF-a na hiperalgesia foi
descrita por Cunha et al (1992), o qual observou a¢des diretas da molécula na pata
de ratos estimulando o desenvolvimento de hiperalgesia mecanica.

A IL-13 é outra importante citocina envolvida em reacdes
inflamatdrias. Entre as suas diversas fungdes, destacam-se: a ativagédo de fagécitos;
inducédo de febre; inducdo da producdo de proteinas de fase aguda; ativagcdo de
células endoteliais para expressarem moléculas de adesdo. A IL-1B é produzida em
resposta aos PAMPs e DAMPs, através da sinalizacdo de PRRs extracelulares,
como os TLRs, induzindo a expressao do precursor Pro-IL-1B. A clivagem desse
precursor para converté-lo em IL-1p ativa depende da formagdo do inflamassoma
NLRP, os quais sdo formados em resposta a estimulos citosoélicos como, produtos
microbianos e alteragdes ionicas (ABBAS, 2015). Além das fungbes destacadas
anteriormente, a IL-1p foi capaz de induzir hyperalgesia mecanica, conforme descrito
por Ferreira et al (1988), assim como a sua produgdo induzida por pegonhas
escorpidnicas (ZOCCAL, 2016; MIYAMOTO, 2018).

Os mediadores lipidicos também tém sua importancia no processo
inflamatdrio, sendo os eicosanoides os mais estudados. A produgcdo de tais
mediadores ocorre através da conversdo de fosfolipideos de membranas celulares
em acido araquiddnico, pelas fosfolipases A,. As enzimas ciclo-oxigenases sao
responsaveis por converter o acido araquidénico em prostanoides, sendo estes:
prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas. As COX possuem duas isoformas em
humanos: a COX-1 é expressa constitutivamente e tem fungdes de citoprotegéo
gastrica e hemostase. Embora seja considerada menos relevante em processos
inflamatdrios, também participa da conversdo do acido araquidénico em
prostaglandinas, envolvidas na inflamagao. A COX-2 é induzivel e pode ser expressa
em resposta a diferentes estimulos inflamatdrios (RICCIOTTI e FITZGERALDI,
2011). As prostaglandinas, principalmente a PGE;, ao se ligarem a receptores EP
expressos em nociceptores, sdo capazes de induzir sinalizagdes intracelulares que
induzem o influxo de Ca®* e consequente ativagdo da PKC, ou ainda, a ativagédo da
adenilato ciclase, que catalisa a hidrdlise de ATP em AMPc, que por sua vez ativa a
PKA. Ambas as enzimas fosforilam e ativam o TRPV1, receptor envolvido na dor
(KAWABATA, 2011).

A histamina € uma monoamina que possui fungbes de: induzir
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vasodilatagao e broncoconstricéo, através da regulagdo da musculatura lisa; regular
outras células imunes, como a proliferacdo de células T auxiliares; induzir a
expressao de moléculas de adeséao e, ainda, pode atuar em nociceptores através de
diferentes receptores (Hi-H4) para induzir dor e hiperalgesia (THANGAM, 2018).
Tem sido relatado também o seu envolvimento em parametros inflamatoérios
induzidos por peconhas escorpidnicas (NASCIMENTO, 2005; LIU, 2007). A sua
producao é feita principalmente pelos mastoécitos, células do sistema imune
residentes em mucosas e tecidos epiteliais, que armazenam a histamina em
granulos e as liberam prontamente frente a diferentes estimulos (KRYSTEL-
WHITTEMORE, 2016).

O Oxido nitrico € uma molécula gasosa produzida a partir do
aminoacido l-arginina pelas enzimas NO-sintases. Elas consistem em trés isoformas:
a NO-sintase endotelial e a NO-sintase neuronal, ambas expressas
constitutivamente e, ainda, a NO-sintase induzivel, expressa em contextos
inflamatdrios. Suas fungdes incluem a modulagéao da vasodilatacao; de producao de
espécies reativas de nitrogénio, que podem eliminar microrganismos; da ativagéo de
leucocitos; da inibicdo da agregagao plaquetaria (FORSTERMANN e SESSA, 2012),
além de ser um mediador envolvido na dor (CURY, 2011).

Os potenciais inflamatdrios de pegonhas escorpibnicas tém sido
descritos, como a capacidade de ativar macrofagos e neutrofilos (PETRICEVICH,
2002; PETRICEVICH; LEBRUN, 2005; BORGES, 2011) e induzir a produgcao de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, TNF-a, IL-6, IFN-y, de modo experimental
(PETRICEVICH e PENA, 2002; PESSINI et al., 2003; FIALHO, 2011) ou em
humanos (MAGALHAES, 1999; D’'SUZE, 2003; FUKUHARA, 2003). A migragéo de
leucécitos é outro parametro observado em ensaios envolvendo peconhas de
escorpido relacionado a inflamacao. Peconhas de diferentes escorpides induziram o
recrutamento de leucécitos para o local estimulado, entre eles: T. serrulatus
(PESSINI, 2003; FIALHO, 2011) e Androctonus australis hector (SAIDANI, 2018),
gue pode contribuir para intensificar os sinais e sintomas observados.

A presenca de edema é constante em relatos de casos com vitimas
do escorpionismo (CUPPO, 2015; SANTOS, 2016), além de ser um tema bem
explorado em modelos experimentais, abordando desde estimulos locais
(NASCIMENTO, 2005; PESSINI, 2008; SEVERINO, 2009), até complicagdes

sistémicas, envolvendo o edema pulmonar principalmente (FREIRE-MAIA, 1993;
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ZOCCAL, 2016; MIYAMOTO, 2018). O edema é um dos sinais cardinais da
inflamagdo descritos por Celsus na antiguidade, caracterizado pelo acumulo de
liguido e proteinas de alto peso molecular no intersticio (exsudato), devido ao

extravasamento dos vasos sanguineos (KUMAR, 2010). Mediadores como o TNF-a,

IL-1B e histamina ativam células endoteliais e induzem a expressdo de moléculas de
adesao como: E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1, essenciais para o recrutamento de
leucocitos ao local de lesdo; também induzem a quebra de interagdes célula-célula,
permitindo a passagem do fluido plasmatico (WALLEZ e HUBER, 2008).

Como destacado anteriormente, a dor é um importante evento
inflamatdrio relacionado ao escorpionismo, sendo relatada desde os casos mais
leves até os quadros mais graves. A dor é definida pela IASP (International
Association for the Study of Pain) como “uma experiéncia sensorial € emocional
desagradavel associada a, ou semelhante aquela associada a, dano real ou
potencial ao tecido” (disponivel em: https://www.iasp-
pain.org/Education/Content.aspx?ltemNumber=1698. Acesso em: 26 jan. 2021.). A
dor resulta de estimulos a nociceptores, neurdnios especializados que possuem
receptores para estimulos nocivos e que transmitem os impulsos nervosos para os
outros neurbnios da via nociceptiva. Estes neurdnios localizam-se em tecidos
periféricos e seus nucleos convergem para o ganglio da raiz dorsal, entram na
medula espinhal pelo corno dorsal, fazem a comunicagdo com os neurbnios
aferentes secundarios, os quais fazem decussacao e vao para o cérebro via trato
espinotalamico. No talamo comunicam-se com neurbnios terciarios, que entao se
projetam para areas corticais. Os estimulos nocivos que induzem a ativagdo dos
nociceptores podem ser quimicos, térmicos ou mecanicos, que induzem a ativacao
de canais idnicos como Na, (canais de sédio dependente de voltagem) e TRPs
principalmente. A dor inflamatéria € um dos tipos de dor descritos, onde mediadores
inflamatdérios como citocinas, mediadores lipidicos e fatores de crescimento, s&o
produzidos pelas células imunes e outras células residentes para combater o
estimulo nocivo, e entdo ligam-se a seus respectivos receptores em nociceptores,
induzindo a ativagdo de canais i6nicos. Estes por sua vez adquirem conformacgodes
que permitem o influxo de ions, com consequente despolarizacdo de membrana,
resultando em geragao de potenciais de agao. As vias da p38 MAPK, PKA e PKC
estdo entre as principais nesse contexto, culminando na fosforilagdo de canais

idnicos e induzindo o aumento de permeabilidade e o influxo de Na* e Ca'™,
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principalmente (BARAL e CHIU, 2019).

A inflamagdo pode induzir ainda a hiperalgesia, sensibilidade
exacerbada a um estimulo nocivo. Devido a estimulos de mediadores inflamatorios,
como os citados anteriormente, principalmente as citocinas, classicamente a IL-1p e

o TNF-a, que dependendo do contexto, induzem a express&o de canais iGnicos e
estimulam a fosforilagdo de canais ibnicos voltagem-dependentes, como os Navs,
facilitando a ativagao dos nociceptores (PINHO-RIBEIRO, 2017).

A dor induzida por pegonhas de diferentes animais vem sendo
estudada nos ultimos anos, como das serpentes como Bothrops moojeni, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops jararaca (NADUR-ANDRADE, 2016; MALANGE, 2018;
BONAVITA, 2006); assim como de aranhas, Ctenus medius, Phoneutria nigriventer e
Latrodectus curacaviensis (OKAMOTO, 2009; LAURIA, 2018). A pegonha de
escorpides também tem sido alvo de estudos relacionados a dor (NASCIMENTO,
2005; PESSINI, 2008; DEUIS, 2016), sendo que a dos Tityus serrulatus é a unica
estudada no Brasil. Até o momento nao ha estudos envolvendo o género Rhopalurus
e a dor inflamatoria.

Muitos avancos foram feitos nos estudos de animais pegconhentos e
os componentes de suas peconhas. Porém, ainda ha lacunas acerca de varias
espécies, assim como o potencial de suas pegonhas. Assim sendo, o0 objetivo desse
trabalho € compreender o potencial da peconha do R. rochai em induzir aspectos
inflamatodrios como a dor, o edema e o recrutamento de leucdcitos na pata de

camundongos.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Avaliar a participagdo de mediadores inflamatérios na hiperalgesia
mecanica, edema e recrutamento de neutrdfilos induzidos pela pegonha do

escorpiao Rhopalurus rochai em patas de camundongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a participagéao de:

e NF-«B;
e TNF-q;
e COX-1e2;

e Oxido nitrico sintase;
e Histamina.
Nos seguintes paréametros:
e Hiperalgesia mecanica (von Frey eletrénico);
e Edema na pata estimulada;
e Migracao de neutrdfilos para o tecido estimulado (dosagem de
MPO).
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MATERIAIS E METODOS

1 Animais:

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas (20 a 25 g)
obtidos e mantidos no biotério da Universidade Estadual de Londrina em gaiolas
com no maximo 10 animais, com ragao e agua ad libitum e em ciclo claro/escuro de
12 horas. O estudo foi conduzido com a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina sob os protocolos n°
21366.2015.72 e n° 014.2020.

2 Pegonha:
A pecgonha liofilizada do R. rochai (pRr) foi cedida pelo Laboratério
de Artropodes do Instituto Butantan; estocada em -20°C e no momento do uso foi

diluida em solugao salina apirogénica 0,9%.

3 Avaliagao da hiperalgesia mecanica:

A avaliagado da hiperalgesia mecéanica foi realizada nos tempos de
0,5h, 1h, 3h e 6h, pelo método de von Frey modificado por Cunha et al., 2004, com
auxilio de um analgesimetro digital (Insight). Este aparelho consiste em um
transdutor de pressao adaptado a um contador digital de for¢a expressa em gramas
(g). O contato do transdutor de pressédo com a pata é realizado através de uma
ponta descartavel de polipropileno. Os animais foram colocados em placas de
acrilico, constituida por uma rede de arame nao maleavel, durante 30 minutos antes
do experimento para adaptagdo ao ambiente. Em seguida, foi aplicada pressao
linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o animal
produza uma resposta caracterizada como sacudida da pata estimulada. Os
estimulos foram repetidos por até seis vezes, até o animal apresentar trés medidas
similares com uma clara resposta de flinch apds a retirada da pata. A intensidade de
hiperalgesia foi quantificada como a variagdo na presséo (A de reagdo em gramas)
obtida, subtraindo-se a média de trés valores expressos em gramas (forga)
observada antes do procedimento experimental (0 hora) da média de trés valores em
gramas (for¢ga) apds a administragao intraplantar das diferentes doses da pegonha

escorpidnica. A partir desse experimento, definimos a dose da pRr que induziu maior
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intensidade a ser utilizada nas proximas avaliagdes.

4 Avaliagao do edema na pata:

As alteragcdes no volume da pata foram determinadas com o auxilio
de um medidor de espessura (10mm Mitutoyo 7301®). A medida do volume da pata
dos animais foi avaliada antes da administracdo da pegonha (tempo 0), e nos
tempos de 0,5h, 1h, 3h e 6h horas apds sua administragcdo. Os resultados foram
calculados através da diferenca entre a média de 2 medi¢cdes apos o estimulo e a

média de 2 medigdes antes do estimulo (basal) (Maioli, 2015).

5 Avaliagao da atividade da mieloperoxidase (MPO):

A quantificagdo da migracdo de neutrofilos ao tecido subcutaneo
plantar foi realizada pela avaliagéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO),
baseando-se na técnica descrita por Bradley et al. (1982). Para tanto, a pRr foi
injetada via intraplantar e, ao final de 3 horas as amostras do tecido subcutaneo
plantar foram coletadas e inseridas em tampé&o fosfato de potassio 50 mM contendo
HTAB (Brometo de hexadecil trimetil amonio) 13,72 mM, pH 6,0, 200uL por tubo. As
amostras foram homogeneizadas com auxilio do Polytron (PT3100), seguida de
centrifugacéo (2 min, 16.100 g, a 4°C). A dosagem por reagao colorimétrica cinética
foi realizada em placas de 96 pogos contendo 10uL dos sobrenadantes das
amostras e 200uL da solugéo de reagcao (52,64 mM de dihidrocloreto de O-
dianisidina, 0,05% de H202 30%, 90 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH
6,0 e 10 mL de H20 destilada). Foram realizadas duplicatas e leituras em
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 450 nm (Spectra MAX 250,
Molecular Devices). Os resultados foram expressos como numero de neutrdfilos por
miligrama de tecido, utilizando-se uma curva padrao de neutrdfilos para realizar os

calculos.

6 Dosagens das citocinas TNF-a e IL-18:

Os tecidos plantares foram coletados nos tempos indicados apos
estimulo com a pRr e triturados com ultraturrax (ULTRA-TURRAX®) em tampéo
contendo inibidores de protease para dosagem dos niveis de TNF-a e IL-1p usando
kits ELISA comerciais de acordo com as instrugbes do fabricante (eBioscience®,
Ready-SET-Go).
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7 Pré-tratamentos farmacolégicos para avaliar a participacao de NF-xB, COX-1
e 2, TNF-a, 6xido nitrico e histamina nos parametros de hiperalgesia mecéanica,
edema e atividade de MPO:

A hiperalgesia induzida pela pegonha foi avaliada apés o tratamento

sistémico dos animais com diferentes inibidores farmacolégicos como: bloqueador
de TNF-a (etanercepte), 10mg/kg, 200uL, ip., 48h e 1h antes do estimulo (FERRAZ,
2015), obtido de Wyeth Industria Farmacéutica Ltda (Sdo Paulo, Brasil); um inibidor
de NF-kB (pyrrolidine dithiocarbamate ammonium salt — PDTC), Sigma, 100mg/kg,
100uL, sc. 1h antes do estimulo (FERRAZ, 2015), obtido de Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA), além de um glicocorticoide, que entre as suas fungdes esta a
de inibir o NF-xB (Dexametasona), 2mg/kg, 100uL , sc. 1h antes do estimulo
(VERRI, 2005) obtido de Laboratério Teuto Brasileiro (S&o Paulo, Brasil); inibidor
nao-seletivo de COX (Indometacina), 5mg/kg, 200uL, ip., 40 minutos antes do
estimulo (ZARPELON, 2012) obtido de Aspen Pharma Brasil (Rio de Janeiro, Brasil);
inibidor seletivo de COX-2 (Celecoxibe), 30mg/kg, ip., 1h antes do estimulo (MAIOLI,
2015) obtido de Pharmacia—Pfizer (Sdo Paulo, Brasil); agonista inverso do receptor
H1 (Pirilamina), 6mg/kg, ip., 30 minutos antes do estimulo (FERREIRA, 2009) obtido
de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA); inibidor ndo-seletivo de NO-sintase (L-
NAME), 10mg/kg, ip., 30 minutos antes do estimulo (SEVERINO, 2009), obtido de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

8 Histologia:

Os tecidos plantares foram coletados 3 horas apo6s o estimulo
com a pRr e embebidos em parafina para o processamento e coloragdo com
hematoxilina e eosina (H&E). As amostras foram fixadas em solugao contendo 10%
de paraformaldeido em PBS, anterioremente a embebicdo. As imagens foram
capturadas por um programa acoplado a um microscépio Optico, com aumentos de

10 vezes.

9 Analise estatistica:
Os resultados foram apresentados como média + EPM das
medicbes feitas em 6 camundongos em cada grupo por experimento,

representativos de experimentos independentes. A andlise de variancia de dois
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fatores (Two-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey foi utilizada quando as
respostas foram medidas em diferentes momentos apos a injegcdo do estimulo. A
analise de variancia de um fator (One-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey foi
realizado para comparar os valores nos pontos de tempo indicados. O teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn foi realizado para os grupos que nao
apresentaram homogeneidade das variancias. Foi realizado o teste t ndo-pareado
para a analise da comparagéo entre dois grupos em um determinado tempo. Em
todos os célculos foi fixado o nivel de significancia de 5% (p<0,05) e utilizado o

software Prism 6.0.
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Resultados

1. A pRr induziu hiperalgesia mecéanica, edema, producao de IL-1p3 e

TNF-a e recrutamento de neutroéfilos.

Entre as doses utilizadas de forma arbitraria para o primeiro
experimento, a avaliagdo de hiperalgesia mecéanica, a de 2,4 ug/pata foi a que
induziu maior intensidade e a unica em que observamos a hiperalgesia em todos os
tempos avaliados (figura 2A), sendo essa dose a selecionada para os experimentos
posteriores. A pRr induziu edema na pata estimulada até a 32 hora (figura2B). As
concentragbes de IL-1p estavam aumentas somente na 32 apos estimulo, enquanto
que as concentracoes de TNF-a tiveram aumento desde 0,5 hora, mantiveram-se
em 1 hora e tiveram aumento ainda maior na 3?2 hora (figura 2C e D). A pRr induziu
ainda o recrutamento de neutroéfilos, avaliados nesse trabalho como a atividade de
MPO no tecido plantar coletado 3 horas apods o estimulo, sendo medida indireta de
migracao (figura 2E). As histologias dos tecidos plantares ilustram o aumento da

quantidade de leucdcitos nos tecidos estimulados (figuras 2F e G).
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Figura 2 — Efeitos fisiopatolégicos da pRr. Em A, hiperalgesia mecanica de grupos
estimulados com as concentragdes de 0,2 ug/pata; 0,6 ug/pata; 2,4 ug/pata. *p < 0,05
comparado ao grupo Salina (0,9%). §p < 0,05 comparado aos grupos Salina (0,9%) e
0,2ug/pata. #p < 0,05 comparado aos grupos Salina (0,9%), 0,2ug/pata e 0,6ug/pata. Em B,
edema na pata estimulada com pRr 2,4 ug/pata. *p < 0,05 comparado ao grupo Salina 0,9%.
Em C, dosagem de IL-1B do tecido plantar. *p < 0,05 comparado aos outros grupos. Em D,
dosagem de TNF-a do tecido plantar. *p < 0,05 comparado ao grupo Salina (0,9%). #p <
0,05 comparado aos grupos avaliados 0,5 e 1h apds estimulo com a pRr. Em E, atividade de
MPO no tecido plantar 3 horas apds estimulo com a pRr. *p < 0,05 comparado ao grupo
Salina (0,9%). 6 animais por grupo. Em F, histologia do grupo Salina (0,9%) e em G,
histologia do grupo pRr 2,4ug/pata, apds 3 horas. Os dados foram expressos como médias
+ EPM.

2. Efeito dos pré-tratamentos com inibidores de NF-kB.

Os pré-tratamentos com dexametasona e PDTC diminuiram a
hiperalgesia mecanica em relagcdo ao grupo estimulado com a pRr, em todos os
tempos avaliados. Ambos os farmacos tiveram diferenga em relagdo ao grupo salina
em 0,5 e 1 hora e, somente dexametasona diferiu em 3 e 6 horas (figura 3A). Os
dois farmacos também reduziram o edema induzido pela pRr em todos os tempos

(figura 3B). Os farmacos ainda reduziram a atividade de MPO (figura 3C).
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Figura 3 — Efeitos dos pré-tratamentos com inibidores do NF-kB sobre os pardmetros
fisiopatoldgicos induzidos pela pRr. Grupos tratados com dexametasona (2mg/kg s.c. 1h
antes) e PDTC (100mg/kg s.c. 1h antes). Em A, hiperalgesia mecanica. *p < 0,05
comparado aos grupos Salina (0,9%), Dexametasona e PDTC. #p < 0,05 grupos
Dexametasona e PDTC comparados ao grupo Salina 0.9%. $p < 0,05 grupo Dexametasona
comparado ao grupo Salina (0,9%). Em B, edema na pata estimulada. *p < 0,05 comparado
aos grupos Salina (0,9%), Dexametasona e PDTC. #p < 0,05 grupo PDTC comparado ao
grupo Salina (0,9%). Em C, atividade de MPO no tecido plantar 3 horas apds estimulo com a
pRr. * p < 0,05 comparado aos grupos salina (0,9%), Dexametasona e PDTC. # p < 0,05
comparado ao grupo pRr. 6 animais machos por grupo em A e B, e 6 animais fémeas por
grupo em C. Os dados foram expressos como médias + EPM.

3. Efeito dos pré-tratamentos com inibidores de COX.

Foram utilizados um farmaco inibidor de COX né&o-seletivo
(indometacina) e um seletivo para COX-2 (celecoxibe). Ambos reduziram a
hiperalgesia mecanica induzida pela pRr em todos os tempos avaliados. O grupo
indometacina diferiu do grupo salina em todos os tempos e, o grupo celecoxibe em
0,5, 1 e 3 horas (figura 4A). Os inibidores de COX inibiram o edema nos tempos
avaliados, exceto o grupo celecoxibe no tempo 0,5 hora (figura 4B). O celecoxibe
inibiu ainda a migracédo de neutrdfilos, sendo que indometacina néo teve efeito
(figura 4C).
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Figura 4 — Efeitos dos pré-tratamentos com inibidores de COX sobre os parametros
fisiopatologicos induzidos pela pRr. Grupos tratados com celecoxibe (30mg/kg i.p. 30
minutos antes) e indometacina (5mg/kg i.p. 1h antes). Em A, hiperalgesia mecanica. *p <
0,05 comparado aos grupos Salina (0,9%), Celecoxibe e Indometacina. #p < 0,05
comparado ao grupo Salina (0,9%). $p < 0,05 grupos Celecoxibe e Indometacina
comparados ao grupo Salina (0,9%). Em B, edema na pata estimulada. *p < 0,05
comparado aos grupos Salina (0,9%), Celecoxibe e Indometacina. #p < 0,05 grupos pRr 2,4
ug/pata e Celecoxibe comparados aos grupos Salina (0,9%) e Indometacina. Em C,
atividade de MPO no tecido plantar 3 horas apés estimulo com a pRr. * p < 0,05 comparado
aos grupos salina (0,9%) e celecoxibe. # p <0,05 comparado ao grupo pRr. 6 animais
machos por grupo em A e B, e 6 animais fémeas por grupo em C. Os dados foram
expressos como médias + EPM.

4. Efeitos do pré-tratamento com bloqueador de TNF-a.

A administragdo de etanercepte diminuiu a hiperalgesia mecanica
em todos os tempos avaliados, em comparagao ao grupo pRr. O farmaco ainda teve
diferengca em relagdo ao grupo salina nos tempos de 0,5 hora, 1 hora e 3 horas
(figura 5A). O farmaco também inibiu o edema em todos os tempos avaliados (figura

5B). Em relagcdo ao recrutamento de neutrdfilos, o bloqueador de TNF-a n&o teve
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qualquer efeito (figura 5C).
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Figura 5 — Efeitos do pré-tratamento com bloqueador de TNF-a sobre os parametros
fisiopatoldgicos induzidos pela pRr . Grupos tratados com Etanercepte (10mg/kg i.p. 48h e
1h antes). Em A, hiperalgesia mecénica. *p < 0,05 comparado aos grupos salina (0,9%) e
etanercepte. #p < 0,05 comparado ao grupo salina (0,9%). Em B, edema na pata
estimulada. *p < 0,05 comparado aos grupos Salina (0,9%) e Etanercepte. Em C, atividade
de MPO no tecido plantar 3 horas apds estimulo com a pRr. * p < 0,05 comparado ao grupo
salina (0,9%). 6 animais machos por grupo em A e B, e 6 animais fémeas por grupo em C.
Os dados foram expressos como médias £ EPM.

5. Efeitos do pré-tratamento com agonista inverso do receptor H,.
O pré-tratamento com pirilamina diminuiu a hiperalgesia na 3% e na
62 hora (figura 6A). A pirilamina diminuiu o edema em 0,5 hora (figura 6B). O
farmaco néo teve efeito no recrutamento de neutrdéfilos para o tecido plantar (figuras
6C).
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Figura 6 — Efeitos do pré-tratamento com agonista inverso do receptor H; sobre os
parametros fisiopatolégicos induzidos pela pRr. Grupos tratados com pirilamina (6mg/kg i.p.
30 minutos antes). Em A, hiperalgesia mecénica. *p < 0,05 grupos pRr 2,4 ng/pata e
Pirilamina comparados ao grupo Salina (0,9%). #p < 0,05 comparado ao grupo Salina (0,9%)
e Pirilamina. Em B, edema na pata estimulada. *p < 0,05 comparados ao grupo Salina
(0,9%). #p < 0,05 comparado ao grupo pRr 2,4 ug/pata. Em C, atividade de MPO no tecido
plantar 3 horas apods estimulo com a pRr. * p < 0,05 comparado aos grupos salina (0,9%) e
Pirilamina. # p < 0,05 comparado ao grupo pRr. 6 animais fémas por grupo. Os dados foram
expressos como médias + EPM.

6. Efeitos do pré-tratamento com inibidor ndo-seletivo de NO-sintase.
O grupo pré-tratado com L-NAME diminuiu a hiperalgesia mecanica
nos tempos de 0,5h, 1h e 3h (figura 7A). O edema n&o foi modificado pelo
tratamento com L-NAME (7B). Em relagao a atividade de MPO, o L-NAME né&o teve

efeito no tempo avaliado (figuras 7C e D).
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Figura 7 — Efeitos do pré-tratamento com inibidor ndo-seletivo de NO-sintase sobre os
parametros fisiopatoldgicos induzidos pela pRr. Grupos tratados com L-NAME (10mg/kg i.p.
30 minutos antes). Em A, hiperalgesia mecanica. *p < 0,05 comparado ao grupo Salina
(0,9%) e L-NAME. #p < 0,05 comparado ao grupo Salina (0,9%). Em B, edema na pata
estimulada. *p < 0,05 comparados ao grupo Salina (0,9%). p# < 0,05 comparados os grupo
pRr 2,4 ug/pata e Salina (0,9%). Em C, atividade de MPO no tecido plantar 3 horas apos
estimulo com a pRr . * p < 0,05 comparado aos grupos salina (0,9%) e L-NAME. # p < 0,05
comparado ao grupo pRr. 6 animais fémas por grupo. Os dados foram expressos como
meédias + EPM.
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DISCUSSAO

As peconhas de escorpides tém efeitos inflamatoérios bem descritos,
sendo capazes de induzir a producado de diversos mediadores como citocinas,
prostanoides e radicais livres, que podem contribuir para as manifestacdes clinicas
observadas, como eritema, edema e dor (PETRICEVICH, 2010). Embora a dor seja
a manifestagado clinica mais comum em acidentes escorpiénicos, muito pouco foi
encontrado na literatura explorando o tema, especialmente considerando-se animais
da escorpiofauna brasileira. Para entender melhor como as pegonhas podem induzir
a dor, o presente trabalho foi desenvolvido com a peconha de Rhopalurus rochai
(pRr), explorando aspectos inflamatérios e relacionando-os a dor, sendo que o0s
resultados obtidos s&o inéditos para a espécie. O R. rochai, embora seja pouco
conhecido, é pertencente a familia Buthidae, a mais relevante em questdes clinicas,
devido ao numero elevado de acidentes relatados com os escorpides representantes
da mesma (BRASIL, 2020; CHIPPAUX and GOYFFON, 2008). O primeiro passo foi
avaliar se pRr induziria hiperalgesia mecanica e para isso foi utilizado o método de
von Frey (versdo eletrénica). A pRr induziu hiperalgesia mecéanica de maneira dose-
dependente, sendo a dose de 2,4ug/pata, a indutora de maior intensidade de
hiperalgesia e, dentro das doses avaliadas, foi a selecionada para os experimentos
posteriores. Outros estudos envolvendo pegonhas de escorpido e dor também ja
relataram a indugdo de hiperalgesia mecanica, embora com as peconhas de T.
serrulatus e Buthus martensi Karsch (NASCIMENTO, 2005; PESSINI, 2008; NIU,
2013). A injecao intraplantar de pRr também induziu edema, mais um sinal classico
da inflamagao, por até 3 horas apds o estimulo. Nossos dados corroboram com
estudos envolvendo outros escorpides da familia Buthidae (NASCIMENTO, 2005;
PESSINI, 2008) e do proprio R. rochai (SEVERINO, 2009), embora tenha sido
avaliado com um método diferente e mais sensivel, o edema foi detectado por maior
tempo.

A dosagem das citocinas TNF-o e IL1- foi realizada em seguida
para averiguar se a produgdo de tais mediadores seria estimulada pela pRr. Tanto
TNF-o como IL1-B tiveram as concentragbes aumentadas no tecido plantar, e,

dentro dos tempos avaliados, a terceira hora foi a de maior concentragcdo para
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ambas. Tais citocinas sao importantes para estimular a producdo de outros
mediadores inflamatoérios, podendo estabelecer uma cascata de eventos (CUNHA,
2005). O aumento de citocinas pro-inflamatérias em ensaios envolvendo o
escorpionismo vem sendo relatado (PETRICEVICH e PENA, 2002; MIYAMOTO,
2018; ZOCCAL, 2018), embora com escorpides de outras espécies. Tratando-se do
género Rhopalurus, foi encontrado um unico estudo in vivo, no qual Yglesias-Rivera
e Diaz-Gracia (2018) ndo observaram aumento na concentragédo de citocinas apés a
administracdo intraperitoneal da pegconha de Rhopalurus junceus (escorpiao
encontrado em Cuba) em camundongos. Mais recentemente, Abreu et al. (2020)
observaram o aumento de IL-6 em cultura de macréfagos, apds estimulo com a
peconha bruta de Rhopalurus crassicauda e nao houve diferenga nos niveis de TNF-
o, embora com uma toxina isolada tenha induzido a produgdo desta ultima. Um
padréao semelhante de produgao das citocinas em tecido plantar de camundongos foi
descrito por Cunha et al (2005), embora utilizando a carragenina como estimulo pro6-
inflamatario.

A pRr induziu também o recrutamento de neutrdfilos para o tecido
plantar apds 3 horas, avaliado aqui como atividade de MPO. O influxo de leucdcitos
induzido por peconhas de escorpides é relatado principalmente envolvendo a
peconha ou, toxinas de T. serrulatus em cavidades peritoneais e homogenatos
pulmonares (ZOCCAL, 2013; MIYAMOTO, 2018). O aumento de leucdcitos no
peritdnio foi observado logo ap6s 30 minutos da administragédo da pegonha de
Androctonus australis hector (Aah) em camundongos, conforme descrito por Kabrine
e Laraba-Djebari (2014). Em outros modelos de inflamagcao envolvendo estimulos
como carregenina e o LPS, é conhecido o aumento da atividade da enzima em pata
de camundongos (POSSADAS, 2004; PINHO-RIBEIRO, 2016). Em relagdo ao
recrutamento de leucdcitos no tecido plantar induzidos por pegconhas, os poucos
estudos encontrados sdo em resposta a peconhas das serpentes Bothrops
(WANDERELEY, 2014; FELIX-DA-SILVA, 2017).

Em seguida, averiguamos a participacdo de alguns mediadores
inflamatdrios nos parametros utilizados no trabalho, através da aplicagcdo de pré-
tratamentos, visando modular negativamente as concentraces ou agdes de tais
mediadores. A administracdo de farmacos que inibem o NF-kB (dexametasona e
PDTC) reduziu a intensidade de hiperalgesia mecanica. A dexametasona é um

glicocorticoide classico que ao se ligar ao seu receptor intracelular, o GR, pode tanto
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inibir diretamente o NF-«B ou ainda se deslocar ao nucleo celular e induzir a
expressao de IkB, molécula que se liga ao NF-xB no citosol e o mantém inativo
(AUPHAN, 1995). Os glicocorticoides possuem ainda outras fun¢gdes como induzir a
expressao de anexina, que interfere na liberagdo de acido araquiddnico e
consequente producédo de eicosanoides; induz a expressdo de enzima conversora
de angiotensina e endotelina, regulando a presséao arterial; e induzir a expressao de
genes que regulam a sinalizagao por receptores do tipo Toll (CAIN E CIDLOW SKI,
2017; ERCHEN, 2019). O PDTC é um farmaco mais recente em relacédo a
dexametasona, e além de inibir o NF-kB, através da inibicdo da fosforilacao de 1B,
é também um antioxidante (ZHANG, 2011; PINHO-RIBEIRO, 2016). As citocinas
pré-inflamatérias induzidas pelo NF-xB, destacando-se IL-1B, TNF-a e IL-6, podem
atuar de forma direta e indireta para ativar nociceptores. A IL-13 e 0 TNF—a podem
induzir a fosforilagdo de canais de sodio voltagem-dependentes (Na,) através da via
p38 MAPK, contribuindo para a dor (BINSHTOK et al., 2008; LEO, 2015). Ambas as
citocinas podem ainda estimular a produ¢cdo de outros mediadores envolvidos na
hiperalgesia (VERRI, 2007). A IL-6 tem capacidade de estimular a produgcdo de
prostaglandinas e, estimular a expressdao de TRPA1 e TRPV1 (CUNHA, 1992;
MALSCH, 2014). Somando as atividades dessas moléculas para a indugédo de
hiperalgesia mecanica, os pré-tratamentos com inibidores de NF-kB reduziram a sua
intensidade, assim como observaram outros estudos (TEIXEIRA, 1994; De TONI,
2015; FERRAZ, 2015), embora com peconhas de serpentes. Foi feita ainda uma
abordagem mais direta utilizando etanercepte (bloqueador de TNF-a), no qual
também foi observada a diminuicdo da hiperalgesia mecéanica em todos os tempos
avaliados, o que provavelmente se deu tanto pela inibicdo da atuacado direta nos
nociceptores, quanto a sua participagdo na cascata de citocinas.

A participacao de eicosanoides também foi avaliada, utilizando um
inibidor ndo seletivo de COX e um inibidor seletivo de COX-2, visto que as
prostaglandinas sdo os mediadores lipidicos mais relacionados a dor, principalmente
a PGE2, a qual pode se ligar aos receptores EP nos nociceptores e induzir
hiperalgesia (FERREIRA, 1978; MORIYAMA, 2005; LIN, 2006). A expressao dessas
enzimas pode ser dependente de TNF-a e IL-1B, como demonstrado em modelos
animais (FEHRENBACHER, 2005; ARALDI, 2013) e células humanas (MITCHELL,

1994; CHEN, 2000). Os pré-tratamentos com ambos os farmacos reduziram a
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intensidade da hiperalgesia mecéanica e nao houve diferenga entre eles, o que
sugere a maior participagdo de COX-2 nesse contexto. Nossos resultados diferem
de Pessini et al (2008) em relagdo a indometacina, visto que o farmaco no presente
estudo reduziu a hiperalgesia mecéanica e, no trabalho citado ndo houve alteragéo
em relagdo ao grupo estimulado com a pegonha. Tal fato pode ter ocorrido devido a
diferencas entre os métodos utilizados (von Frey eletronico e de filamentos), ou
ainda pela diferengca entre as pegonhas utilizadas, Tityus serrulatus e Rhopalurus
rochai.

A histamina tem sido descrita como um importante mediador
envolvido na dor e hiperalgesia (KHALIZADEH, 2018; TSAGARELI, 2020). O pré-
tratamento com pirilamina, agonista inverso de receptores H; nao diminuiu a
intensidade de hiperalgesia mecanica nos tempos iniciais, mas diminuiu a
intensidade na terceira e na sexta hora. Nossos resultados corroboram com o unico
estudo, até o momento, envolvendo pegonha de escorpido, hiperalgesia e histamina,
sendo que a administracao de pirilamina reduziu a hiperalgesia mecanica induzida
por Buthus martensi Karsch em 5 e 8 horas ap6s a inoculagéo (LIU, 2007). Em se
tratando de pegonhas de outros animais e o uso de antagonistas de H4, Lauria et al
(2018) observaram a redugao da hiperalgesia mecanica induzida pela pegonha da
aranha Latrodectus curacaviensis somente nas 62 e 242 hora, o que coincide com
nossos resultados obtidos na sexta hora. Outros trabalhos avaliaram ainda toxinas
de serpentes e a participagdo de histamina. Bernardes et al (2015) observaram
reducao da hiperalgesia mecanica somente no pico de intensidade (3 horas) com o
pré-tratamento com pirilamina, no qual inocularam uma metaloproteinase de
Bothrops pirajai. Queiroz et al (2011) constataram a reducdo de hiperalgesia
mecanica induzida por uma miotoxina de Bothrops moojeni, apos o tratamento com
antagonista do receptor Hi. Uma possivel explicagdo para as observagdes
divergentes nos tempos iniciais seria 0 envolvimento de outros receptores de
histamina na hiperalgesia induzida pela pRr, visto que o farmaco utilizado atua
somente no H4, sendo possivel a atuagdo da histamina em outros receptores que
tém envolvimento na hiperalgesia mecanica, como H4 (MOGILSKI, 2017).

A produgao de oOxido nitrico € comum em processos inflamatorios
como ja descrito em outros trabalhos (GUZIK, 2003), mas a sua relagdo com a
hiperalgesia mecéanica ainda nao é totalmente esclarecida (CURY, 2011). O pré-

tratamento com L-NAME, inibidor ndo-seletivo de NO-sintase, diminuiu a intensidade
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de hiperalgesia, exceto na sexta hora apos a administracdo da pRr. Estudos
envolvendo pegonhas, hiperalgesia mecanica e o 6xido nitrico sdo escassos. Liu et
al (2008) observaram a reducdo da hiperalgesia mecanica em 5 e 8 horas apos
estimulo com a pegonha de Buthus martensi Karsch, utilizando o pré-tratamento com
L-NAME. Porém, ha diferengas entre as metodologias, como: via de administragéo,
modelo animal e equipamento para medicdo de hiperalgesia mecanica. Estudos
envolvendo pegonhas de outros animais também avaliaram a participagdo do NO na
hiperalgesia mecéancia. Zanchet et al (2004) utilizaram a pegonha da aranha
Phoneutria nigriventer, sendo que os tratamentos com um inibidor de iINOS
reduziram a intensidade de hiperalgesia em 1 e 2 horas apds o estimulo. O pré-
tratamento com L-NAME reduziu parcialmente (6% e 242 horas) a hiperalgesia
mecanica induzida pela peconha da serpente Bothrops leucurus (MAIA-MARQUES,
2021). Porém, apesar dos dados apresentados, segundo o trabalho de Gomes et al
(2020), o NO teria maior efeito analgésico do que hiperalgésico, pois a sua via de
produgao é estimulada por varios farmacos analgésicos, o que culmina no efluxo de
K" e hiperpolarizagdo de nociceptores.

Como destacado anteriormente, tais mediadores inflamatorios tém a
capacidade de induzir dor diretamente ou ainda, sensibilizar os nociceptores levando
a hiperalgesia. Os mecanismos envolvidos na hiperalgesia mecanica ainda ndo sao
completamente esclarecidos, mas alguns trabalhos relatam a participacdo dos
canais TRPV1 (FUJII, 2008; WATANABE, 2015; GUO, 2019). Esses canais podem
ser ativados por diversas substancias como capsaicina, protons e toxinas.
Mediadores inflamatérios como citocinas, prostanoides e histamina sao capazes de
ativar quinases (PKA e PKC), que por sua vez fosforilam os TRPV1, resultando no
influxo de calcio e despolarizagdo do nociceptor (DEVESA, 2011). Mais
recentemente, a caracterizacao e os estudos envolvendo os canais idnicos PIEZO,
tém associado a sua participagcdo em estimulos mecanicos nocivos (MURTHY,
2018).

Além dos aspectos de excitabilidade de fibras nervosas periféricas
observados no topico anterior, a pRr induziu edema na pata por até 3 horas apds
estimulo e, também, aumento da atividade de MPO em 3 horas, indicando a
migragao de neutrdéfilos. Nossos resultados corroboram com Severino et al (2009),
que também avaliaram o edema induzido pela pRr, sendo que o maior volume de

edema foi observado em 30 minutos em ambos os trabalhos. Porém, o edema
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observado em nossos experimentos ndo permaneceu por mais que 3 horas,
diferindo do trabalho citado, que permaneceu por até 24 horas, o que provavelmente
se deu pelo uso de técnicas diferentes de medicdo de edema, sendo que utilizamos
um método menos sensivel. Padrdao de edema semelhante aos dados aqui
apresentados foi observado por Santos-da-Silva et al (2017). Embora utilizando as
peconhas de T. serrulatus e T. obscurus, eles observaram maiores volumes de
edema na pata em 15 e 30 minutos, e na 42 hora ndo havia mais edema. Também
com a peconha de T. serrulatus, Pessini et al (2008) observaram edema até a 52
hora. Em se tratando de atividade de MPO em tecido plantar apos estimulo com
peconha escorpibnica, ndo encontramos artigos na literatura. Porém, em outros
tecidos, como o pulmao (MIYAMOTO, 2018) e rins (SAIDANI, 2018), o aumento de
MPO ja foi relatado em resposta as peconhas de T. serrulatus, T. bahiensis e
Androctonus australis hector. Estudos com peconhas de serpentes também
relataram a o aumento da atividade de MPO no tecido plantar (WANDERLEY, 2014;
FELIX-SILVA, 2017).

O pré-tratamento com inibidores de NF-kB inibiu o edema. O NF-xB
participa da expressdo de mediadores inflamatdrios produzidos pelas células
imunes, como as citocinas, prostanoides e espécies reativas de oxigénio, que podem
induzir o aumento da permeabilidade vascular, estimulando a expressdo de
moléculas de adesdo como E-selectina e ICAM-1 em células endoteliais; induzindo
vasodilatacdo; ou ainda, em concentracbes elevadas podem causar lesbes nos
vasos sanguineos, culminando na formacao de edema (SPRAGUE e KHALIL, 2009).
A participacao do NF-kB no edema induzido por pegonhas escorpiénicas foi pouco
explorada até o momento. No estudo realizado por Nascimento et al (2005), o
tratamento com dexametasona ndo reduziu o edema na pata de ratos induzidos pela
peconha do T. serrulatus. Ja os estudos envolvendo pegonhas de serpentes, ou
componentes das peconhas, sdo mais comuns. O pré-tratamento com
dexametasona diminuiu 0 edema induzido por uma metaloproteinase da serpente
Bothrops pirajai em pata de ratos, em todos os tempos avaliados (BERNARDES,
2015); o farmaco também diminuiu o edema induzido pela pegonha de Bothrops
lanceolatus (LOBO de ARAUJO, 2000) em pata de camundongos; assim como
reduziu o edema na pata induzido pela pegconha de Lachesis muta rhombeata
(SOARES de MOURA, 1998).
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Os inibidores de COX também inibiram tal evento, exceto no tempo
de 30 minutos para o inibidor seletivo de COX-2 (celecoxibe). Nossos resultados
diferem de Pessini et al (2008) no qual observaram redugcédo de edema somente com
o tratamento com celecoxibe, e ndo com indometacina, tendo a pegonha de T.
serrulatus como estimulo. Diferem também de Nascimento et al (2005), no qual n&o
houve diferenga entre o grupo estimulado com a pegonha de T. serrulatus e o grupo
tratado com indometacina, embora com ratos. Olivo et al (2007) avaliaram as
peconhas das serpentes Bothrops asper e Bothrops jararaca, sendo que o pré-
tratamento com indometacina reduziu o edema em ambos o0s grupos de
camundongos. Utilizando a pegonha de Bothrops jararacussu, Wanderley et al
(2014) observaram a diminuicdo no edema da pata de camundongos apos o pré-
tratamento com indometacina e celecoxibe, exceto nos primeiros 30 minutos.

A administracdo de pirilamina diminuiu o edema somente apdés 30
minutos, enquanto o L-NAME n&o diminui o edema em nenhum dos tempos
avaliados. Nascimento et al (2005) relataram a diminuigdo no edema de pata entre
0s grupos de ratos estimulados com a peconha de T. serrulatus e os tratados com
prometazina e ciproheptadina (antagonistas de H¢) até o tempo de 1 hora apés
estimulo. Em outro estudo realizado com a pegonha do escorpidao Buthus martensi
Karsch, Liu et al (2007) reportaram o efeito inibidor da pirilamina sobre o edema de
pata por até 8 horas. Os nossos resultados sugerem que a histamina teve
participagdo nos primeiros 30 minutos de edema, mas que em tempos mais
avangados, ou a histamina per se nao é importante no edema desencadeado pela
pRr, ou o receptor Hy ndo esta envolvido no mesmo, visto que a histamina poderia
atuar em outros receptores, como o Hs, como demonstrado por Mogilski et al (2017)
utilizando estimulos classicos para a indugdo de edema (carragenina e zimosan).
Assim como a histamina, o NO é um potente vasodilatador (FORSTERMANN e
SESSA, 2012) e estudos ja relataram a sua produgao induzida por pegonhas de
escorpido (PETRICEVICH e PENA, 2002; SAIDI, 2018). Entretanto, a inibicdo das
NO-sintases né&o interferiu no edema induzido pela pRr, divergindo de Pessini et al
(2008) que observaram redugao parcial do edema induzido pela pegonha de T.
serrulatus (15 e 30 minutos). Todavia, Severino et al (2009) utilizando a mesma dose
do farmaco observaram aumento do edema induzido pela pegonha de T. serrulatus.
Tal incongruéncia pode ter ocorrido devido as diferencas de modelos animais e

concentragcdes da pegonha.
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A migragao de leucécitos para o tecido lesionado € uma importante
caracteristica do processo inflamatoério, reforgcando a resposta frente a um estimulo
nocivo. Os neutrofilos sdo os primeiros e mais abundantes leucécitos a migrarem
para o foco de inflamagado, realizando fagocitose, produgcdo de mediadores
inflamatoérios e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. A enzima MPO é
expressa em neutrofilos, sendo responsavel por produzir intermediarios de espécies
reativas de oxigénio, como o HOCI| e o HOBr (KATO, 2016) e, a sua dosagem ¢
utilizada como indicador indireto de migragéo de neutrdfilos para o tecido acometido.
De fato, trabalhos ja constataram o influxo de neutrdfilos em tecidos pulmonares de
camundongos apo6s estimulo com a pegconha de T. serrulatus (COELHO, 2007;
PERES, 2009; ZOCCAL, 2016). A pRr induziu o aumento da atividade da MPO na
pata 3 horas apés o estimulo. Estudos abordando o estimulo com pegconhas na pata
de murinos e a relagdo com aumento de MPO s&o escassos. Em relagéo a atividade
de MPO, Félix-Silva et al (2017) observaram aumento 2 horas apds estimulo com a
peconha da serpente Bothrops erythromelas em patas de camundongos; assim
como Wanderley et al (2014) relataram aumento em resposta a pegonha de
Bothrops jararacussu, 4,5 horas ap6s a administracdo. Calixto et al (2003)
observaram ainda o aumento de MPO apds estimulo com a pegonha da abelha Apis
melifera em 6 horas. Apesar da escassez de estudos explorando modulagdes
farmacoldgicas e a atividade de MPO, outros modelos de inflamagdo com estimulos
diferentes, utilizaram tratamentos farmacolégicos semelhantes. Em nosso estudo, os
inibidores de NF-«xB (dexametasona e PDTC) reduziram a atividade da MPO para
niveis basais. O tratamento com dexametasona também reduziu a atividade de MPO
induzida por carragenina (RIELLA, 2012; ZHANG, 2018) e o PDTC inibiu as
atividades de MPO e induzida por KO, (PINHO-RIBEIRO, 2016). Celecoxibe e
indometacina diferiram nesse parametro, sendo que apenas o inibidor seletivo de
COX-2 reduziu a atividade de MPO e a indometacina ndo, embora tenha ocorrido
tendéncia tendéncia de diminuicdo com o uso da indometacina. Em outros modelos
de inflamacgao, inibidores de COX reduziram a atividade de MPO 4,5 horas apos
estimulo com a pegonha de Bothrops jararacussu (WANDERLEY, 2014) e, 3 horas
apos estimulo com carragenina em patas de ratos (HADDADI e RASHTIANI, 2020).
A indometacina reduziu a atividade de MPO 5 horas em patas de camundongos em
resposta a carragenina (CALIXTO-CAMPOS, 2014).

O bloqueio de TNF-a nao alterou a atividade de MPO induzida pela
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pRr, semelhante ao resultado obtido por Wanderley et al (2014), embora utilizando a
peconha de B. jararacussu e outro farmaco anti-TNF-a (infliximabe). Os tratamentos
com pirilamina n&o tiveram efeito na atividade de MPO. Calixto et al (2003)
obtiveram resultado divergente utilizando antagonista de receptor H4, onde
observaram a diminuicdo da atividade de MPO em comparagdo com peconha de
abelha e carragenina, 6 horas apos o estimulo. O L-NAME reduziu a atividade de
MPO em resposta a enterotoxina estafilocdxica B, sendo feita a dosagem apods 4
horas do estimulo (FRANCO-PENTEADO, 2001) tendo os autores feito a relagcéo
entre a diminuicdo do fluxo microsvacular como fator para a diminuigdo do
recrutamento de neutrofilos, o que ndo ocorreu em nossos resultados.

O NF-xB esta envolvido na expressdao varios mediadores
inflamatérios, como citocinas e prostanoides, que induzem a expressao de
moléculas de adesdo, ativam células endoteliais e induzem quimiocinas que
estimulam o recrutamento de neutrdéfilos e macréfagos (MUSSBACHER, 2019) e a
inibicdo da atividade de MPO sugerem essa importancia na inflamagao induzida pela
pRr. Surpreendentemente, o bloqueio de TNF-a ndo alterou as atividades da enzima
citada, visto que essa citocina tem capacidade de induzir E-selectina e ICAM-1, por
exemplo, moléculas de adesdao importantes para a migragédo de leucdcitos
(RAHMAN, 1998; READ, 2001; KIM, 2008); entretanto, a expressdo dessas
moléculas é induzida pelo NF-xB, que pode ser ativado por outras citocinas. A
participagcao de prostaglandinas na migragéo de leucdcitos € complexa. Por um lado,
os diferentes tipos de prostaglandinas podem ter papéis diferentes em regular
moléculas de adesdo em células endoteliais (KE, 2017) e, por outro, podem induzir a
expressao de moléculas como IL-8 (YU e CHADEE, 1998) e MCP-1 (NAKAYAMA,
2006), quimioatraentes para neutrofilos e macrofagos, o que sugere que cada
contexto de inflamagdo pode ter respostas diferentes. A histamina participa da
migracao de leucdcitos induzindo a mobilizagéo de P-selectina, molécula de adeséo
pré-formada em células endoteliais, para sua membrana (BURNS, 1999); e
induzindo a expressao de MCP-1 (YAMAUCHI, 2007). Porém, no tempo avaliado
nesse trabalho (3 horas), o receptor Hi parece ndo estar envolvido. O NO tem
também fungdes diferentes no recrutamento de leucdcitos dependendo do tecido.
Em modelos de peritonite, a inibicdo de NO-sintases aumentou o influxo de
leucocitos (TAVARAES-MURTA, 2001; LEITE, 2009), enquanto que diminuiu em



44

articulagdes, o que pode ter ocorrido devido a sua relagdo com produgcao de LTB4,
quimiotraente para neutréfilos (LEITE, 2009; TAKAHASHI, 2019). Nossos resultados
sugerem que a participagdo de NO na migracédo de neutrdéfilos ndo € importante com
o estimulo da pRr.

Estudos explorando aspectos inflamatérios em tecidos periféricos
estimulados por pegonhas escorpibnicas s&o ainda pouco realizados, principalmente
se levarmos em conta a alta frequéncia de acidentes envolvendo as diferentes
espécies desse aracnideo. Nossos resultados sdo os primeiros em relagéo a efeitos
fisiopatologicos (além do edema) induzidos pela pegonha do escorpido Rhopalurus
rochai, sendo que demonstramos o potencial inflamatoério, assim como a participagao
de alguns mediadores inflamatérios que contribuem para desenvolver tais

caracteristicas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Esse trabalho contribuiu para o entendimento de aspectos
inflamatdrios induzidos por pegonhas escorpidnicas, sendo o primeiro a explorar a
peconha do Rhopalurus rochai (pRr) em aspectos inflamatérios, além do edema. A
dor e a hiperalgesia, embora sejam os sintomas mais comuns em acidentes
escorpidénicos, sao pouco investigadas no campo académico. Esse trabalho
demonstrou que a pRr induziu hiperalgesia mecéanica, edema e recrutamento de
neutréfilos para a pata de camundongos. Em resumo, nossos dados sugerem a
participagdo do NF-kB, TNF-a e COX na hiperalgesia mecanica e no edema de pata;

e a participacao de NF-xB, COX-2 no recrutamento de neutrdfilos para o tecido.
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Abstract

Scorpions of the Buthidae family trigger important pathophysiological events in their victims.
Rhopalurus rochai is a buthid scorpion of the Brazilian scorpiofauna with very scarce
information about the effect of its venom. Here we studied the effects of the R. rochai venom
(Rrv) in the mouse paw, evaluating mechanical hyperalgesia, edema and neutrophil migration,
as well as the pretreatment with pharmacological agents intended to investigate the
involvement of NF-kB (PDTC and dexamethasone), TNF-a (etanercept), cyclooxygenase-derived
mediators (indomethacin and celecoxib) and histamine (pyrilamine) in the pathophysiological
mentioned events. Male and female Swiss mice (20 to 25g) were envenomed with Rrv injected
i.pl. (20 microL, 0.2, 0.6, 1.2 and 2.4 microg/paw) and mechanical hyperalgesia was analysed
using the von Frey method after 0.5, 1 and 3h. The dose of 2.4 microg/paw was used in the
subsequent experiments to measure edema using a thickness gauge, TNF-a and IL-1b levels by
the ELISA method and myeloperoxidase activity (MPO, measured at 3h) used as an indicator of
neutrophil recruitment. Except by the lowest dose, only effective at 0.5h, Rrv induced
mechanical hyperalgesia at all times. Edema and TNF-a production occurred at all times after
envenomation, whereas IL-1b was only increased in the third hour when neutrophil migration
was also present. Pretreatment of envenomation with PDTC, dexamethasone or etanercept,
decreased mechanical hyperalgesia and edema at all times; similar effect was achieved with
the cyclooxygenase inhibitors, excepting the lack of activity of celecoxib in the edema in the
third hour. MPO activity was inhibited by PDCT, dexamethasone and celecoxib, but no effect
was detectable with the use of etanercept or indomethacin. Pyrilamine was the less effective
agent diminishing mechanical hyperalgesia and edema only in 3 and 0.5h respectively, without
effect on MPO activity. In conclusion, these are the first experimental data demonstrating that
Rrv is able to induce important local effects culminating in, more than edema as previously
showed, mechanical hyperalgesia, inflammatory cytokines production and neutrophil
infiltration. Moreover, these pathophysiological effects are prone to be inhibited with drugs
affecting the production or activity of inflammatory mediators, highlighting different
possibilities of intervention in the local effects of the scorpion venom.



Introduction

Scorpions are well adapted to different biomes, consequently, the encounter with
humans can be frequent. As result of this encounter, a large number of accidents, sometimes
resulting in fatal outcome, are observed. In accordance to this situation, scorpion sting is a
public health problem in several countries of different continents with a population at risk
estimated around 2 billion of people. Of the 18 families in which scorpions are distributed, the
most dangerous is the Buthidae, with their scorpions inflicting the accidents with medical
importance (Chippaux & Goyffon, 2008). In a consensual classification of the accidents,
following clinical manifestations it was divided into 3 classes. Class | when only local
abnormalities were present (pain, swelling, paresthesia, erythema, etc.); class Il to systemic
without life threatening manifestations (nausea, vomiting, general paresthesia, hypertension,
tachycardia, sweeting, salivation, lacrimation, diarrhea, abdominal distention, mental
confusion, pancreatitis, etc.) and class Ill, to systemic life threatening manifestations
(cardiovascular collapse, hypotension, dyspnea, pulmonary edema and neurological failure)
(Khattabi et al., 2011).

In all Brazilian biomes scorpions belonging to the Buthidae family are found; Tityus
serrulatus (Lutz & Mello 1922) are the main ones responsible for the majority of accidents
classified as class Il or Ill. For this reason, most studies published by Brazilian research groups
were performed experimentally with their venom or describe important physiological changes
found in their victims. Many of these studies show the onset of inflammatory reaction involved
in pathophysiological changes in rodents, as paw pain and sweeling (Nascimento et al 2005;
Pessini et al 2008) and pulmonary edema (Freire-Maia and Matos 1993; Coelho et al, 2007;
Zoccal et al 2016; Miyamoto et al 2018). In fact, there is a consensus involving the participation
of inflammatory cells and chemical mediators (prostanoids, leukotrienes, IL-6, TNF-a and IL-1b)
in experimental models of envenomation as well as in clinical studies involving different
scorpions around the world (reviewed by Reis et al, 2019).

Another genus included in Buthidae family, but with scarce information about their
involvement in accidents and alterations triggered by its venom is Rhopalurus (Thorell, 1876).
Their species are found in countries of Central and South America (Fet and Lowe, 2000); in
Brazil, probably due to the fact that they are found in Cerrado and Caatinga, biomes with less
populated areas, epidemiological and clinical data are rare. In two case reports enrolling
people stung by R. agamemnon (C. L. Koch, 1839), one described absence of pain (something
unusual in scorpion sting) but presence of local paresthesia that later spread to the whole
body (Brandao et al, 2010). In the other study with two patients, in which the animal’s identity
is probably R. agamemnon, it was reported intense local pain and signs of systemic
perturbation as blurring vision, tachycardia, lacrimation, agitation, sialorrhea, somnolence and
muscular spasms (Carvalho et al, 2007). It is important to note that these systemic signs and
symptoms may include the cases in the class Il clinical manifestations. There is only one report
about a patient stung by R. rochai (Borelli, 1910) who developed severe complications and
died before reach the hospital, probably to anaphylaxis (Melo et al, 2019).

Experimental data with mice show that R. agamemnon venom injected
intraperitoneally is practically nontoxic (Nishikawa et al 1994), whereas R. rochai, although less



potent than T. serrulatus and T. bahiensis venom, induced paw edema after the subcutaneous
injection (Severino et al.,, 2009). Since the paucity of experimental and clinical results
investigating the action of Rhopalurus venom, this study was designed to investigate the local
changes in mouse paw induced by intraplantar injection of R. rochai venom. With this purpose,
we first analyzed the mechanical hyperalgesia, edema, cytokine production and leukocyte
migration followed by experiments aiming to verify pharmacologically different classes of
mediators frequently involved in the inflammatory reaction. We found that Rrv is able to
induce the analysed features and that the activation of nuclear transcription and the
production of inflammatory mediators may have an important role in the local abnormalities
evidenced in our study.

Material and methods
Animals

The experiments were performed on pathogen-free Swiss mice (20 - 25 g) from
Londrina State University, Londrina, PR, Brazil. Males were used in almost all experiments and
female used in MPO dosages when pretreatments with drugs were assayed. Experiments done
to assess the participation of histamine were carried out only with females. The animals were
housed in standard plastic cages with water and food ad libitum, in a room with temperature
of around 23°C and 12/12 h light/dark cycle. Animal care and handling procedures were in
accordance with the International Association for Study of Pain (IASP) guidelines and approved
by the Ethics Committee of the Londrina State University (CEUA n2 21366.2015.72 and n2
014.2020).

Rhopalurus rochai venom and envenomation

Rhopalurus rochai lyophilized crude venom (Rrv) was supplied by Butantan Institute
(S3o Paulo, SP, Brazil) and kept at —20°C until its use. Rrv was diluted in isotonic sterile saline
and injected by intraplantar route in fixed volume of 20 microlL/paw. Initially three different
doses was used based on the literature (Severino et al., 2009), 0.2, 0.6 and 2.4 microg/paw.
The control group consisted of animals that received only isotonic sterile saline (20
microl/paw).

Drugs and protocols of treatments

Etanercept (10 mg/kg ip, 48 and 1 hour before Rrv) obtained from Wyeth Industria
Farmacéutica Ltda (S3o Paulo, Brazil); pyrrolidine dithiocarbamate ammonium salt - PDTC (100
mg/kg, 100 microL sc, 1 hour before Rrv) obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA); Dexamethasone (2mg/kg sc, 1 hour before Rrv) obtained from Laboratério Teuto
Brasileiro (Sdo Paulo, Brazil); Indomethacin (5mg/kg ip, 40 minutes before Rrv) obtained from
Aspen Pharma Brazil (Rio de Janeiro, Brazil); Celecoxib (30 mg/kg, ip., 1 hour before Rrv)



obtained from Pharmacia—Pfizer (S3o Paulo, Brazil); Pyrilamine (6 mg/kg ip., 30 minutes before
Rrv) obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Pyrilamine and dexamethasone
were dissolved in isotonic sterile saline, PDTC was dissolved in 2% DMSO in saline and
Indomethacin in TRIS.

Mechanical hyperalgesia test

Mechanical hyperalgesia was tested in mice by the electronic von Frey
anesthesiometer: Insight, Ribeirdo Preto, SP, Brazil adapted with a 0.5 mm2 contact area
polypropylene tip as previously reported (Vivancos et al., 2004). The results are expressed by
delta (A) withdrawal threshold (in grams), which was calculated by subtracting the zero-time
mean measurements from the mean measurements after stimulus at the indicated time
points.

Paw edema

The paw volume was measured with a gauge (10 mm Mitutoyo 7301, Suzano, SP,
Brazil) before (baseline) and after the injection of Rrv or NaCl 0.9% in the selected times (0.5, 1
and 3h). Two measurements (in mm/paw) were done in baseline and at each point time and
the mean was used to determine the delta (A) value, subtracting the baseline value from that
obtained at each time point (Maioli et al, 2015).

Myeloperoxidase (MPOQ) activity assay

Myeloperoxidase was performed as indirect measure of neutrophil presence in the
tissue. Paw skin samples were collected 3 h after R. rochai venom injection and homogenized.
Supernatants were used for the myeloperoxidase activity assay was performed as previously
described (Bradley et al., 1982; Borghi et al., 2016).

Cytokine measurement

Paw skin samples were collected 0.5, 1 and 3 h after the injection of R. rochai venom
and homogenized. The IL-1B and TNF-a levels were measured in the supernatants using
commercial ELISA kits according to the manufacturer's instructions (eBioscience®, Ready-SET-
Go) as previously reported by Ferraz et al. (2015).

Paw tissue histology

Paw skin sample obtained 3 hour after R. rochai envenomation was paraffin-
embedded and processed for hematoxylin and eosin staining as previous described by



Lourenco-Gonzalez et al. (2019). The presented images represent sections viewed in an optical
microscope (10x).

Statistical analysis

Results are presented as means + SEM of measurements made on 6 mice in each
group per experiment, representative of 2 independent experiments. Two-way repeated
measure analysis of variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls post hoc test was used
when responses were measured at different times points after the stimulus injection. One-way
ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test was performed to compare the values at the
indicated time points. Statistical differences were significant when P <0.05 in the software
Prism 6.0.

Results
Rrv induced inflammation in mouse paw

We first evaluated mechanical hyperalgesia in 0.5, 1 and 3 hours after the injection of
Rrv (0.2, 0.6, 1.2 and 2.4 mg/paw). All doses of Rrv induced hypernociceptive response but,
excepting the smaller dose, effective only at 30 minutes, the effect induced with 0.6, 1.2 and
2.4 mg/paw was observed throughout the evaluated time (Figure 1A). Since only the results
obtained with 2.4 microg/paw were different at all time points when compared to 0.2
microg/paw, this dose was used in subsequent experiments. Paw edema was also observed at
all analyzed times after Rrv injection, with a decreasing pattern over time (Figure 1B). Rrv also
induced the production of IL-1b and TNF-a, with the first being detected only in the third hour
while the second at all times (Figure 1, C and D). The activity of MPO, used as a marker of
neutrophils in the tissue, was increased in the third hour after Rrv injection (Figure 1, E). The
neutrophil infiltration in the third hour was confirmed with the histology of the paw (Figure 1,
F — isotonic saline injection — and G — Rrv injection. Observe the area in the rectangle with cell
nuclei).

Rrv induced inflammation is negatively modulated by Dexamethasone and PDTC

Considering that IL-1b and TNF-a were produced in the envenomed paws, we set out
experiments to explore the effect of steroidal anti-inflammatory dexamethasone and an
inhibitor of NF-kB activity, PDTC, on the effects induced by Rrv. Both dexamethasone and PDTC
inhibited mechanical hyperalgesia at all analyzed times, edema and neutrophil infiltration
induced by Rrv (Figures 2A, 2B and 2C).

Blocking TNF-a partially inhibits the inflammation induced by Rrv



Since NF-kB activation seems to be involved in pathophysiological state induce by Rrv,
and there was TNF-a production at all time points analyzed in our experiment, the animals
were pretreated with TNF-a blocker, etanercept. Etanercept pre-treatment resulted in
decreased mechanical hypernociception and edema at all times, but no changes in MPO
activity was found (Figures 3A, 3B and 3C).

Cyclooxygenase inhibitors decreases inflammation induced by Rrv

Cyclooxygenase inhibitors are widely used to alleviate pain, since we initially showed
that Rrv triggered mechanic hyperalgesia, envenomed animals were pre-treated with
indomethacin or celecoxib (both cyclooxygenase inhibitors). Both similarly reduced mechanical
hypernociception induced by Rrv at all times (Figure 3A), but the values were still above the
control group (saline 0.9%). Except for the lack of activity of celecoxib at 30 minutes, edema
was completely inhibited by both cyclooxygenase inhibitors (Figures 4A and 4B). The presence
of neutrophil in the paw tissue was reduced to similar values to control group when celecoxib
was used whereas indomethacin did not has effect (Figure 4C).

H1 histamine receptor is partially involved in Rrv induced inflammation

To evaluate the participation of histamine H1 receptors in the inflammatory reaction
induced by Rrv, the animals were pre-treated with pyrilamine (a H1 inverse agonist).
Mechanical hyperalgesia was negatively affected by pyrilamine only in the third hour of
envenomation (Figure 5A); in contrast, in edema induced by Rrv the inhibitory effect of
pyrilamine was noted only at 30 minutes (Figure 5B). On the other hand, no effect of
pyrilamine was observe on neutrophil migration (Figure 5C).

Discussion

Our results clearly shown that Rhopalurus rochai venom trigger local production of
inflammatory cytokines and the resulting local inflammation (edema and leukocyte influx) and
hyperalgesia can be modulated by anti-inflammatory drugs. There is only one study about
biological effect of Rrv published by Severino et al (2009) showing edema in mouse paw, but
no attention was paid to other inflammatory signs as well as the production of mediators or
pharmacological modulation.

Since pain is the most reported symptom after scorpion sting, we studied mechanical
hyperalgesia after the injection of three doses of Rrv, with positive results throughout the time
of the experiment when 0.6 and 2.4 microg/paw were used. Pain experimentally induced with
scorpion venom was found after the injection of Buthus martensi Karsch and Tityus serrulatus
venoms (Nascimento et al., 2005; Pessini et al., 2008; Niu et al., 2013; Deuis et al, 2016).
Concerning Rhopalurus venom, there is no experimental data in this sense, but it was



reported intense pain in two victims of R. agamemnon (Carvalho et al., 2007) and one of R.
amazonicus (Fuentes-Silva et al., 2014) in which swelling beginning after 30 minutes in the
thumb and extending to the arm was also noticed. Despite different methods used,
persistent edema throughout the experiment showed here is in accordance with the
results published by Severino et al. (2009). Neutrophil migration is an important feature in
inflammation induced by classical stimuli as carrageenan and LPS administration in mouse
paw (Posadas et al., 2004; Pinho-Ribeiro et al., 2016) and it is found also after scorpion
venom injection, as T. serrulatus (Zoccal et al., 2013; Miyamoto et al., 2018) and
Androctonus australis hector (Kabrine and Laraba-Djebari, 2014) in mouse peritoneal
cavity or lungs. The neutrophil infiltration into mouse paw showed here is in accordance to
these results.

The production of inflammatory cytokines is another feature found in victims of
scorpionism (D’Suze et al., 2003; Fukuhara et al., 2003, Jalali et al. 2011) or in experimental
models obtained with venom from buthid scorpions (Petricevch and Pefia 2002; Pessini et
al., 2003; Abdonn and Fatani, 2009; Zoccal et al., 2014, Miyamoto et al., 2018;). Here we
found IL-1b and TNF-a after Rrv injection and this production could be related to the
hyperalgesia and edema demonstrated here since both cytokines may contributes to both
(Goldblum and Sun, 1990; Campbell et al., 1993; Binshtok et al., 2008; Leo et al., 2015).
Moreover these cytokines may stimulate the production of several mediators involved in
the hyperalgesia and edema (Verri et al., 2007). While inflammatory cytokine production is
induced by several scorpion venoms from Buthidae family, the cytokine production
stimulated by Rhopalurus venom was poorly investigated up to now. Our result is different
to that showing the absence of the production of IL-1b, TNF-a and IL-12 in mouse
peritoneal cavity challenged with R. junceus venom (Yglesias-Rivera and Diaz-Gracia,
2018). However, R. crassicauda venom activated IL-6 production by macrophages in vitro
(Abreu et al., 2020). Taken together, these results with Rhopalurus venom argue in favor
possibility that the production of the inflammatory cytokine may be stimulated by venom
from one Rhopalurus specie but not by another. It seems that in our context Rrv induced
TNF-a release by resident cells (macrophages and/or mast cells) since this cytokine was
observed soon as 30 minutes after venom injection. Although IL-1b seems to be produced
as early as TNF-a, in fact their concentration was only elevated in the third hour. It is
possible that the early TNF-a production could stimulate incoming neutrophils and in turn
these cells could produce some of the found IL-1b causing its increase in the third hour.
This action of TNF-a was proposed early by Marucha et al, 1991. In fact, TNF-a induces the
production of inflammatory mediators such as IL-1b and PGE2, which in turn, act on
nociceptive neurons, triggering hyperalgesia (Verri et al., 2007), and in the recruitment of
leukocytes to the inflammatory site (Issekutz et al., 1992).

Some of these properties of TNF-a may be operating in our experiments, since
hyperalgesia and edema induced by Rrv were negatively modulated when TNF blocker
(etanercept) was used. However, this treatment did not modify the neutrophil infiltration,
which is accordance to Cybulski et al. (1988) showing that TNF-a is not involved in LPS-
induced leukocyte migration into skin of rabbits. Neutrophil migration is an important
feature found in inflammation induced by classical stimuli as carrageenan and LPS



administration in mouse paw (Posadas et al., 2004; Pinho-Ribeiro et al., 2016) or even
venom from Bothrops snakes (Wanderley et al.,, 2014; Felix-da-Silva et al., 2017). The
neutrophil infiltration into mouse paw showed here is in accordance to results obtained
with scorpion venom from T. serrulatus (Zoccal et al., 2013; Miyamoto et al., 2018) and
Androctonus australis hector (Kabrine and Laraba-Djebari, 2014) in peritoneal cavity or
lungs.

There is a vast array of mediators involved in hyperalgesia, edema and neutrophil
migration. To produce some of them it is necessary the activation of the transcription
factor NF-kB. One type of such mediators are cytokines as IL-1b and TNF-a, which were
detected in this study. In accordance with this role of NF-kB we used two drugs that inhibit
this factor, dexamethasone and PDTC. Mechanic hyperalgesia was still detectable in mice
pretreated with dexamethasone and PDTC, but edema and neutrophil migration were
blocked by both drugs. The pro-inflammatory actions of NF-kB have been extensively
studied in several models of inflammation. For instance, in response to diverse pathogen-
or danger associated molecular patterns (PAMPs or DAMPs), leukocytes (neutrophils and
macrophages) were rapidly activated and produce cytokines (Wang et al.,, 2014;
Dorrington and Fraser, 2017). In this sense, it is possible that interacting with TLRs, Rrv
activated leukocytes and consequently the NF-kB pathway of mediator production. The
interaction between scorpion venom and TLRs was proposed by Zoccal et al. (2014) to T.
serrulatus (interacting with TLR-2 and TLR-4) and by Khemili et al. (2020) to Androctonus
australis hector venom (with TLR-4). Despite this possible involvement of NF-kB through
venom TLR activation, Nascimento et al. (2005) did not found dexamethasone effect on
edema induced by T. serrulatus venom in paw rats.

Prostanoids are involved in inflammation triggered by several compounds and
molecules. They are produced by constitutive or inducible enzymes (cyclooxygenase-1 and
cyclooxygenase-2, respectively) that can be inhibited by classical drugs as indomethacin
(non-selective inhibitor) and celecoxib (selective cyclooxygenase-2 inhibitor). Pretreating
the animals with these drugs the mechanical hyperalgesia was equally inhibited, whereas
edema was reduced by both but only with indomethacin at all analyzed times and
neutrophil influx only inhibited by celecoxib. Prostaglandins, especially PGE2, are
classically related to pain (Ferreira et al., 1978; Moriyama et al., 2005; Lin et al., 2006) and
their inhibitory effect on pain induced by Rrv was to be expected. Despite that, our results
about pain are not totally in agreement with those published early by Pessini et al. (2008)
working with T. serrulatus venom in rats; these authors found inhibitory effect only with
celecoxib but not with indomethacin. Bai et al. (2006) also demonstrated that
indomethacin can reduce pain induced by scorpion venom, but using as model B. martensi
Karsch injected in rat paw. When the effect of cyclooxygenase inhibitors on edema
obtained in the current results are compared with those reported by Pessini et al. (2008),
again they found an inhibitory effect only with celecoxib. Indomethacin also failed to
modulate the edema in rat paw induced by T. serrulatus venom (Nascimento et al., 2005).
Different venoms as well as differences in the dosages of the drugs and animals used could
explain such disagreements. Celecoxib reduced neutrophil infiltration in our experiments.



Finally, we attempt to understand the role of histamine in inflammation induced by
Rrv, since this vasoactive amine is stored in mast cells and its secretion is usually very fast,
with reported effects on pain, edema and neutrophil migration. Nociceptive behavior
triggered by T. serrulatus (Nascimento et al., 2005) and B. martensi Karch (Liu et al., 2007)
was inhibited by histamine H1 antagonists, which is in partial accordance with our results
since we measured mechanical hyperalgesia and obtained reduced values only in the last
time analyzed (3 hours). In this sense Liu et al (2007) also observed a reduction with the
use of pyrilamine and chlorpheniramine, but they analyzed this effect without evaluating
times before the fifth hour of envenomation. In line with our results, Nascimento et al.
(2005) found inhibitory effect promethazine (H1 antagonist) in rat paw edema induced by
T. serrulatus venom, with drug effect also observed up to the 1 hour after envenomation.
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Figure 5
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Legends to the figures

Figure 1 - Pathophysiological effects of Rrv. In A, mechanical hyperalgesia of groups stimulated
with dosages of 0.2 microg/paw, 0.6 microg/paw, 1.2 microg/paw or 2.4 microg/paw. *p <
0.05 compared to the saline group (0.9%). §p < 0.05 compared to saline (0.9%) and 0.2
microg/paw groups. #p < 0.05 compared to saline (0.9%), 0.2 microg/paw and 0.6 microg/paw
groups. In B, paw edema stimulated with Rrv 2.4 pg/paw. *p < 0.05 compared to the 0.9%
saline group. In C, IL-1b measurement in plantar tissue. *p < 0.05 compared to other groups. In
D, TNF-a measurement in plantar tissue. *p < 0.05 compared to the saline group (0.9%). #p <
0.05 compared to groups evaluated 0.5 and 1h after Rrv stimulus. In E, MPO activity in plantar
tissue 3 hours after Rrv stimulus. *p < 0.05 compared to the saline group (0.9%). 6 animals per
group. In F, histology from the saline group (0.9%) and in G, histology from the Rrv 2.4 g/paw
group, after 3 hours. Data were expressed as means + SEM.

Figure 2 - Effects of NF-kB inhibitor pretreatments on Rrv-induced pathophysiological
parameters. Groups treated with dexamethasone (2 mg/kg s.c. 1h before) and PDTC (100
mg/kg s.c. 1h before). In A, mechanical hyperalgesia. *p < 0.05 compared to saline (0.9%),
dexamethasone and PDTC groups. #p < 0.05 Dexamethasone and PDTC groups compared to
0.9% saline group. $Sp < 0.05 Dexamethasone group compared to saline group (0.9%). In B,
edema in the stimulated paw. *p < 0.05 compared to saline (0.9%), Dexamethasone and PDTC
groups. #p < 0.05 PDTC group compared to saline group (0.9%). In C, MPO activity in plantar
tissue 3 hours after Rrv stimulus. * p < 0.05 compared to saline (0.9%), Dexamethasone and
PDTC groups. # p < 0.05 compared to Rrv group. 6 male animals per group in A and B, and 6
female animals per group in C. Data were expressed as means + SEM.

Figure 3 - Effects of pretreatment with TNF-a blocker on pathophysiological parameters
induced by Rrv. Groups treated with Etanercept (10mg/kg i.p. 48h and 1h before). In A,
mechanical hyperalgesia. *p < 0.05 compared to saline (0.9%) and etanercept groups. #p <
0.05 compared to the saline group (0.9%). In B, edema in the stimulated paw. *p < 0.05
compared to Saline (0.9%) and Etanercept groups. In C, MPO activity in plantar tissue 3 hours
after Rrv stimulus. * p < 0.05 compared to the saline group (0.9%). 6 male animals per group in
A and B, and 6 female animals per group in C. Data were expressed as means + SEM.

Figure 4 - Effects of COX inhibitor pretreatments on Rrv-induced pathophysiological
parameters. Groups treated with celecoxib (30mg/kg i.p. 30 minutes before) and indomethacin
(5mg/kg i.p. 1h before). In A, mechanical hyperalgesia. *p < 0.05 compared to saline (0.9%),
Celecoxib and Indomethacin groups. #p < 0.05 compared to the saline group (0.9%). Sp < 0.05
Celecoxib and Indomethacin groups compared to saline (0.9%). In B, edema in the stimulated
paw. *p < 0.05 compared to saline (0.9%), Celecoxib and Indomethacin groups. #p < 0.05 pRr
2.4 Blg/paw and Celecoxib groups compared to Saline (0.9%) and Indomethacin groups. In C,



MPO activity in plantar tissue 3 hours after Rrv stimulus. * p < 0.05 compared to saline (0.9%)
and celecoxib groups. # p < 0.05 compared to Rrv group. 6 male animals per group in A and B,
and 6 female animals per group in C. Data were expressed as means + SEM.

Figure 5 - Effects of H1 receptor inverse agonist pretreatment on Rrv-induced
pathophysiological parameters. Groups treated with pyrilamine (émg/kg i.p. 30 minutes
before). In A, mechanical hyperalgesia. *p < 0.05 Rrv 2.4 pg/paw and Pyrilamine groups
compared to saline group (0.9%). #p < 0.05 compared to saline (0.9%) and Pyrilamine group. In
B, edema in the stimulated paw. *p < 0.05 compared to the saline group (0.9%). #p < 0.05
compared to the Rrv 2.4 pg/paw group. In C, MPO activity in plantar tissue 3 hours after Rrv
stimulation. * p < 0.05 compared to saline (0.9%) and Pyrilamine groups. # p < 0.05 compared
to pRr group. 6 female animals per group. Data were expressed as means + SEM.



