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RESUMO

O escorpionismo é importante problema de saude publica no Brasil e em varios
paises, sendo os escorpibes da familia Buthidae envolvidos nos acidentes de
importancia médica. No Brasil, os principais escorpides dessa familia sdo do género
Tityus, cujos representantes respondem pela maioria dos acidentes. O Tityus
serrulatus (Ts) é a espécie mais relevante devido a capacidade de sua peconha em
induzir sintomas clinicamente importantes, especialmente em criangcas. Nessas, a
peconha escorpibnica pode desencadear lesdo pulmonar aguda (LPA), podendo
culminar na morte da vitima. Assim, a maioria dos estudos é desenvolvida com sua
peconha, tendo sido demonstrado que desencadeia inflamacédo sistémica e
pulmonar, com edema, secre¢bes hemorragicas e influxo leucocitario para os
pulmdes. O Tityus bahiensis (Tb) € outra espécie capaz de gerar acidentes severos,
mas com pouco relato de morte associada a seu envenenamento € com poucCOS
dados na literatura acerca da fisiopatologia de seu envenenamento. O 6xido nitrico
(NO) € um mediador inflamatério gasoso e o aumento da sua producdo se
correlaciona positivamente com a severidade do envenenamento, porém, seu papel
na lesdo pulmonar aguda mediada por peconha escorpidnica permanece
desconhecido. No presente estudo, buscamos estudar o efeito da inibicdo
farmacolégica nao-seletiva das enzimas produtoras do NO, através do preé-
tratamento com o farmaco L-NAME (10 mg/kg), no escorpionismo experimental em
ratos machos, induzido pela administracdo intravenosa (iv) das peconhas de T.
serrulatus e de T. bahiensis ambas a 200 pg/kg (pTs e pTb). Animais controles
receberam NaCl 0,9% apirogénica iv em mesmo volume que as peconhas. Foram
avaliados parametros pulmonares como a permeabilidade vascular por
extravasamento de azul de Evans (akE, 30 minutos) e proteinas (por Lowry), no
lavado bronco-alveolar (LBA, 1 e 4 horas), hemorragia pela quantificacdo da
cianometahemoglobina (60 minutos), influxo de leucdcitos (4 horas) para os pulmdes
pela atividade da mieloperoxidase (MPO) e da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG),
producado de éxido nitrico (NO) nos pulmdes pelo método de Griess modificado (1 e
4 horas), e o perfil de bandeamente proteico eletroforético dos LBAs. Como
esperado, o potencial edematogénico das peconhas foi confirmado apés 30 minutos
e em tempos mais prolongados (1 e 4 horas), sendo que a inibicdo da sintese de NO
exacerbou o extravazamento proteico em 30 minutos em animais submetidos a pTs
e 4 horas ap0s 0 envenenamento por pTs ou pTh. A hemorragia aumentou nas vias
aéreas inferiores de animais que receberam a pTs ou a pTb, e o pré-tratamento com
L-NAME induziu potencializacdo desse efeito nas vias aéreas superiores no grupo
envenenado pela pTb e redugcdo nas vias aéreas inferiores no grupo submetido a
pTs. A atividade da MPO se apresentou aumentada em animais envenenados e
potencializada com a administracdo prévia de L-NAME, enquanto que a atividade da
NAG foi aumentada somente quando houve uso do inibidor. Finalmente, a producao
de NO no pulméo foi aumentada apenas 4 horas apés o envenenamento, por ambas
as peconhas, e como esperado, esse efeito foi reduzido pela administracdo prévia



do L-NAME. Concluimos, portanto, que o NO exerce papel protetor na LPA induzida
por peconha escorpiodnica.

Palavras-chave: Escorpides. Fisiopatologia. Edema pulmonar. Leucdcitos. Oxido
nitrico.



Andrade, Fabio Bonifacio. Nitric oxide involvement in acute lung injury caused
by scorpion venom. 2020. 59 p. Dissertacéo — Universidade Estadual de Londrina,
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ABSTRACT

The scorpionism is a public health problem in Brazil and worldwide, and the
Buthidae’s family scorpions are involved in accidents medically relevant. In Brazil, the
main scorpions of this family belong to Tityus genus, whose representatives account
for most of the accidents. Tityus serrulatus (Ts) is the most important specie because
its venom is able to induce signals and symptons clinically relevants, mainly in
children. In these, the scorpion venom can provoke acute lung injury (ALI) sometimes
leading the victim’s death. Therefore, the majority of studies are developed with its
venom. It was demonstrated experimentally that Ts venom can trigger systemic and
pulmonary inflammation, with pulmonary edema, hemorrhagic lesions and leukocyte
migration to the lungs. Tityus bahiensis (Tb) is another scorpion capable to generate
severe envenomation, addictionally, unlike Ts, few are the relates of death related to
Tb accident and little is known about the pathophysiology of its envenomation. Nitric
Oxide (NO) is a gaseous inflammatory mediator and the increase of its production is
directly related with the envenomation severity, however, its role in acute lung injury
caused by scorpion venom is still unclear. In the present study, we investigated the
effect of non-selective pharmacological inhibition of the enzymes related to NO
synthesis, through the previous injection of L-NAME (10 mg/kg) in the experimental
scorpionism induced in male rats by intravenous (iv) administration of T. serrulatus
and T. bahiensis venom both 200 pg/kg (Tsv and Thbv). Control group received NaCl
0,9% apyrogenic in the same volume as the venoms. We evaluated pulmonary
parameter, such as vascular permeability by Evans blue extravasation (aE, 30
minutes) and proteins (by Lowry method) in bronchoalveolar lavage (BAL, 1 and 4
hours), hemorrhage by cyanomethemoglobin quantification (60 minutes), leukocytes
mobilization (4 hours) to the lungs through the activity of myeloperoxidase (MPO) and
N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), nitric oxide (NO) production in Ilung’s
parenchyma by modified Griess method (1 and 4 hours), and the eletroforetic proteic
banding profile of the BALs. As expected, the edematogenic potential of both venoms
was confirmed in the airways either in 30 min or in longer times (1 and 4 hours), and
the inhibition of NO production exacerbated the proteic extravasation in 30 min in
animals envenomated by Tsv; the same phenomenon ocurred 4 hours after
envenomation but for both Tsv and Tbhv. The hemorrhage was increased in the lower
airways of animals that receveid Tsv or Thv, and the previous treatment with L-NAME
induced a major increased in the upper airways of rats envenomated by Thv and a
reduction in the lower airways of rats envenomated by Tsv. The MPO activity was
increased in animals envenomated and exacerbated when the NO production was
inhibited, whereas the NAG activity was increase only with the previous
administration of L-NAME. Finally, the NO content in the lung was increased only 4
hours after the envenomation for both venoms and as expected, the use of L-NAME
provoked decreased in NO content also in 4 hours. We can conclude that NO exerts
a protective role in acute lung injury caused by scorpion venom.



Key words: Scorpions. Pathophysiology. Pulmonary edema. Leukocytes. Nitric
oxide.
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1 INTRODUCAO

Os escorpides representam o0s primeiros aracnideos a dominarem o
solo, com registros fosseis datados com cerca de 450 milh6es de anos. Habitam
praticamente todos o0s ecossistemas terrestres, desde desertos até florestas
tropicais, com excecdo de regibes glaciais. Sao pertencentes ao filo Arthropoda,
subfilo  Chelicerata, classe Arachnida e ordem Scorpiones. Existem
aproximadamente 2.100 espécies desses animais no mundo, sendo 160 delas
espalhadas pelo territorio brasileiro, destas, a familia Buthidae chama a atencéao por
apresentar representantes do género Tityus que sdo de importancia médica, ou seja,
capazes de provocarem acidentes cujo desfecho pode ser representado por efeitos
locais, sistémicos, e ocasionalmente Obito, principalmente em criancas. (COSTA
et.al., 2016; LOURENGCO, 2018).

Figura 1: Registro féssil de escorpido (Protobuthus elegans) ha 250 milhées de anos. (LOURENCO,
2018)

A rica escorpiofauna brasileira é composta por aproximadamente 23
géneros e 4 familias. Existem quatro espécies reconhecidas por provocarem
acidentes clinicamente importantes: Tityus serrulatus, T. bahiensis, T. stigmurus e T.
obscurus. O Tityus serrulatus (LUTZ & MELLO, 1922) possui uma das pegonhas
mais potentes do mundo, medindo até 7 cm de comprimento, apresenta coloracao
amarelo-clara nas pernas e cauda e marrom escuro no tronco, por isso, é
popularmente conhecido como escorpido amarelo; a denominacdo da espécie
ocorre devido a presenca de uma serrilha nos segmentos distais da cauda. O Tityus

bahiensis (PERTY, 1933), também conhecido como escorpido marrom, possui
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coloracdo marrom escura no tronco, apéndices com manchas escuras e cauda
marrom-avermelhado. Nao possui serrilha na cauda e também pode chegar até 7 cm
de comprimento. O T. stigmurus (THORELL, 1877), também conhecido como
escorpido amarelo do Nordeste, possui uma faixa escura longitudinal dorsal. Por fim,
o T. obscurus (GERVAIS, 1843) ou escorpido preto da Amazobnia, possui coloracéo
escura quando adulto, podendo alcancar até 9 cm (BRASIL, 2009).

Dependendo da regido do pais, a espécie de escorpido
predominante pode mudar, por exemplo, o T. stigmurus é predominante na regiao
Nordeste, onde se apresenta como o pricipal causador de acidentes (LIRA-DA-
SILVA et al., 2000; BARBOSA et al., 2003), enquanto que em Sao Paulo, o T.
bahiensis é o prevalente (RIBEIRO; RODRIGUES; JORGE, 2001). Outros géneros
como Bothriurus, Isometrus e Rhopalurus também estao presentes no Brasil, porém,
devido ao fato de suas peconhas serem de baixa toxicidade eles sédo considerados

de baixo interesse toxicolégico (PUCCA et al., 2014).

- ~4

Figura 3: Tityus bahiensis (BRASIL, 2009)

5 !.

Figura 4: Tityus stigmurus (BRASIL, 2009) Figura 5: Tityus obscurus (BRASIL, 2009)
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1.1 ANATOMIA E MORFOLOGIA DO ESCORPIAO

Todos os artrépodes apresentam corpo segmentado, e a unido de
varios segmentos que determinam uma regido corporea especifica € chamada de
tagma. O comprimento do corpo do escorpido depende da espécie, mas em geral,
0S que vivem no territorio brasileiro possuem de 6 a 7 cm, sendo anatomicamente
dividido em duas tagmas: cefalotérax (prossoma) e abddmen (mesossoma e
metassoma) (figura 6). O prossoma € a carapa¢a onde esta inserido um par de
queliceras (usado para triturar o alimento), um par de pedipalpos (pin¢as) e quatro
pares de apéndices locomotores. O mesossoma é a parte do abdémen que
apresenta espiraculos respiratorios e reprodutores, bem como apéndices sensoriais.
Por dltimo, o metassoma, é representado pela cauda que apresenta em sua
extremidade um segmento modificado chamado télson contendo um par de
glandulas produtoras de peconha que desembocam em um aguilhdo inoculador.
(BRASIL, 2009; BRUSCA & BRUSCA, 2007).

Figura 6: Morfologia do escorpido.

telson actleo

edipalpos
\ - pedip

metassoma ____—> o

(5 segmentos)
cefalotérax
(prossoma)

mesossoma

(7 segmentos) A e——patas (§)

pectineos

Hemilychas alexandrinus  Harst 1911

Ii by Erich S, Volschenk

queliceras . :
Hemilychas alexandrinus

Adaptado de: The spiral burrow library*

! Disponivel em: <http://www.thedailylink.com/thespiralburrow/species/alex01.html>. Acesso em
jan.2018.
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DO ESCORPIONISMO NO BRASIL

Acidentes por escorpides (escorpionismo) representam um problema
de saude publica negligenciado em diversos paises (CHIPPAUX e GOYFFON,
2008). No Brasil, as espécies que sao de interesse clinico estdo majoritariamente
contidas na familia Buthidae e género Tityus, sendo o Tityus serrulatus considerada
a espécie mais nociva por ser o principal envolvido na ocorréncia de acidentes
graves e fatais (PUCCA et al., 2014). Segundo dados fornecidos pelo Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacbes (SINAN), dentre os anos de 2007 e 2017,
houve um aumento anual do numero de acidentes por escorpido que foi maior
quando comparado as médias de acidentes com aranha e serpentes
(aproximadamente 13,4% para escorpiosnismo; 6,4% para araneismo; 2,5% para
ofidismo — dados coletados do SINAN em fevereiro/2020), além disso, vale salientar
gue em grupos mais vulneraveis, como em criancas/adolescentes de 1 a 14 anos, 0
namero de acidentes representa cerca de 18% do numero total de casos (BRASIL,
2019), o que deve ser visto como sinal de alerta, uma vez que nessa faixa etéaria, a
chance de evolucdo para envenenamento moderado a severo € acentuada, quando
comparada a individuos de maior idade (BRASIL, 2019). O aumento do numero de
acidentes pode ser explicado por fatores como o aumento do nimero de notificacdes
compulsorias; o habito sinantropico dos escorpibes, caracterizado pela adaptacao
desses animais ao convivio humano; o rapido processo de urbanizacéo; e a falta de
cuidados domésticos. J4 ndo bastasse isso, algumas espécie como o T. serrulatus
sao partenogenéticos, ou seja, a geracdo da prole é independente de acasalamento,
favorecendo sua reproducdo (PUCCA et. al., 2015; RECKZIEGEL E PINTO, 2014).
O escorpionismo deveria ser um constante objeto de acdo publica, objetivando
principalmente o fornecimento de informacdo e o0 estimulo a mudancas
comportamentais (SANTOS et al., 2016). As medidas de controle da presenca do
escorpido sao baseadas na remocéao/coleta e modificacdo das condi¢des ambientais
para torna-las desfavoraveis a proliferacdo desses aracnideos (TORREZ, 2019).

Nos anos de 2013 e 2014, o numero de acidentes foi maior do que
0S provocados por serpentes, aranhas e abelhas somados (PUCCA et al., 2015), o
gue permenece desde entdo nos anos subsequentes. Ademais, ao longo dos anos,
todas as regides do territorio brasileiro vem apresentando aumento constante no

namero de casos de escorpionismo. Na regido Sul do Brasil, por exemplo, o Parana
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€ 0 maior contribuinte no niumero de acidentes. Minas Gerais e Sao Paulo juntos
totalizam aproximadamente 50% das ocorréncias de escorpionismo. Ja a regido
Norte e Nordeste do Brasil vém apresentando aumento importante nos relatos de
acidentes (RECKZIEGEL e PINTO, 2014).

1.3 ComPOSICAO E ACA0 DA PECONHA ESCORPIONICA

Ao longo dos mais de 400 milhdes de anos de evolugéo, os
escorpides desenvolveram peconhas capazes de exercer atividades toxicas em uma
grande variedade de animais. Essa diversidade de toxinas foi potencializada a partir
das lentas taxas de migragéo e estruturas divergentes de populagdes combinadas a
sua longa historia geologica (SUNAGAR, et al., 2013). A peconha escorpidnica €
composta por uma gama de substancias como muco, sais inorganicos, lipideos,
aminas, inibidores de calicreina e proteinas de baixo peso molecular (PUCCA et al.,
2015). Diferentemente de algumas peconhas de serpentes, que sdo ricas em toxinas
enzimaticas, peconhas de escorpido sdo dominados por neurotoxinas peptidicas
com pontes de dissulfeto, representadas pelas proteinas de baixo peso molecular.
(SUNAGAR et al., 2013).

A bioatividade das neurotoxinas também exibe um alto grau de
especificidade da vitima: algumas atuam especificamente em insetos, outras
apenas em crustaceos e ainda ha outras que atuam em mamiferos. Os principais
alvos moleculares das neurotoxinas sdo os canais de soédio dependentes de
voltagem, por isso, irdo atuar pricipalmente em células excitaveis como neurdnios e
fiboras musculares. Outras neurotoxinas atuam em canais de potassio dependentes
de voltagem, de calcio e de cloro, mas parecem ser menos importantes para o
desencademanto dos efeitos patolégicos no envenenamento humano (GWEE et al.,
2002 e SUNUGAR et al., 2013). Quanto as neurotoxinas que atuam em canais de
sodio, elas sdo agrupadas em neurotoxinas anti-insetos e anti-mamiferos, sendo que
as especificas para mamiferos podem ser de dois tipos: a e [ neurotoxinas.
(ZHIJIAN et al., 2005).

As a-neurotoxinas ndo afetam a ativagdo dos canais de sodio, mas
modulam o canal retardando sua rapida inativacdo, provocando prolongamento da
despolarizacdo e, conquentemente, da ativacdo neuronal. Ja as B-neurotoxinas iréo

modular os canais de sodio permitindo com que sua ativagdo ocorra de maneira
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mais facilitada, a partir da reducdo do limiar de ativacdo por voltagem do canal
(GWEE et al., 2002 e ZIJHIAN et al., 2005). Quanto as neurotoxinas que modulam
0s canais de potassio, sdo caracterizadas como bloqueadoras, impedindo a
conducdo de ions por oclusdo do canal, sem afetar sua cinética de ativagao,
provocando prolongamento do potencial de ac&do. As neurotoxinas, portanto,
medeiam acdes sinergisticas que provocam intensa e duradoura despolarizacao de
nervos autondmicos (tanto da divisdo simpatica quanto da parassimpatica) tendo
como consequéncia a liberacdo exacerbada de neurotransmissores, em especial
catecolaminas, que sao responsaveis por grande parte da sintomatologia dos
acidentes (GWEE et al., 2002; SUNUGAR et al., 2013; DINIZ et al., 1974; FREIRE-
MAIA., 1995; SILVEIRA et al., 1991). Apesar das neurotoxinas ganharem lugar de
destaque na maioria dos estudos envolvendo peconha de escorpides, ainda séo
descritas toxinas com caracteristicas de metaloproteases, serino proteases,
hialuronidases, fosfolipases, peptideos antimicrobianos, hipotensinas e
pontenciadores de bradicinina (PESSINI et al., 2001; ALVARENGA et al., 2012; DE
OLIVEIRA et al., 2015; DIEGO-GARCIA; MILLE et al., 2014; NADERISOORKI et al.,
2016).

Com o advento de novas metodologias que permitiram o avango no
estudo e caracterizacdo de substancias isoladas da peconha, os esforcos para a
descoberta de componentes ativos bem como o desenvolvimento de similares
sintéticos com finalidade farmacol6gica vém se expandindo intensamente, destes se
incluem componentes com atividade antimicrobiana, antimalarica, antitumoral e
imunossupressores (POSSANI et al.,, 2014). Nesse contexto, a busca da
compreensdao dos mecanismos fisiopatolégicos e inflamatérios acerca do
envenenamento escorpionico deixou de ser entendida como prioridade, sobretudo
apos o desenvolvimento da soroterapia antipeconha.

Desde 1980, a terapia vigente para o tratamento de manifestacdes
sistémicas decorrentes do escorpionismo tem sido baseada em trés abordagens:
tratamento sintomatico, suporte de condigdes vitais e soroterapia antipegonha
(CUPO, 2015). Apesar do sucesso inquestionavel da ultima abordagem, muitos
pesquisadores ainda contestam sua eficAcia para prevenir as manifestacdes
cardiovasculares e até mesmo o 6bito em quadros severos. Isso pode estar atrelado
ao fato de que, por mais que o0 antiveneno seja capaz de neutralizar a peconha

circulante bem como a peg¢onha que ainda esta sendo absorvida no local da picada,
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reduzindo a liberacdo de mediadores responsaveis pela sintomatologia, a terapia
nao possui qualquer efeito sobre os sistemas que ja sofreram acdo das toxinas
(CUPO, 2015)

Apesar de novas drogas serem utilizadas no manejo do
escorpionismo, a selecdo foi baseada principalmente em méritos dessas novas
drogas, ao invés de compreender profundamente os mecanismos de acdo do
veneno de escorpido. O esclarecimento desses mecanismos € imprescindivel para o
advento de novas drogas para alvos farmacoldgicos mais bem direcionados bem
como para explicar os efeitos terapéuticos de drogas ja vigentes de forma mais

atualizada.

1.4 FARMACOCINETICA DA PEGCONHA E QUADRO CLIiNICO DO ESCORPIONISMO

Estudos envolvendo envenenamento experimental demonstraram
que a peconha de T. serrulatus possui rapida absorcao e distribuicdo apds injecao
subcutanea em ratos. Com apenas 5 minutos apds a inoculagdo, ja é possivel
detectar uma elevada concentracdo de antigenos da peconha no plasma sanguineo,
tendo seu pico maximo de concentragdo em 60 minutos. A peconha distribui-se
amplamente, sendo detectada nos rins, pulmdes, coracéo e figado. Além disso, sua
taxa de eliminacdo e redistribuicdo ocorre vagarosamente, o que revela uma alta
afinidade da peconha pelos tecidos (SANTANA et al, 1996). Por isso, 0
envenenamento por escorpido deve ser interpretado como situacdo de alerta, uma
vez que os sintomas podem evoluir rapidamente, sendo que, a cada uma hora de
atraso ao primeiro cuidado médico, h4 um aumento de 9% na probabilidade de
evolucao para 6bito (CAMPOLINA et al., 2008).

A classificacdo clinica é atualmente baseada em um consenso
internacional a respeito da histdria natural dos acidentes por escorpidao e seus sinais
clinicos e sintomas, desenvolvido por Khattabi et al (2011). Os casos de
escorpionismo foram classificados em: picada seca (auséncia de inoculacdo da
peconha) quando as vitimas ndo apresentam qualquer tipo de alteracdo; classe |
guando apresentam sintomas locais (acidente leve); classe Il quando apresentam
alteracdes sistémicas somadas as alteracdes locais (acidente moderado); e classe lll
guando os eventos evoluem para manifestacdes sistémicas de alta intensidade, até

0 Obito (acidente severo). Dentre as alteragfes locais se destacam sudorese,
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eritema, edema e principalmente dor, que pode irradiar para todo o membro e
persistir por dias. Em acidentes moderados ocorrem manifestacfes sistémicas de
pouca intensidade como nauseas, salivacdo e lacrimagdo, podendo ocorrer
desidratacdo, prostracao, agitacdo, hipertensdo ou hipotensao arterial, hiperglicemia,
midriase, piloerecdo e taquicardia. Por fim, a sintomatologia em acidentes graves
inclui sinais de insuficiéncia cardiaca, respiratdria e neuroldgica; como insuficiéncia
ventricular esquerda, edema pulmonar, e coma. Vale salientar ainda, que devido a
liberagdo exacerbada de neurotransmissores antagOnicos como catecolaminas e
acetilcolina induzida pelas neurotoxinas da peconha, ndo € raro observar pacientes
envenenados apresentarem oscilagcbes bruscas de intensidade na sintomatologia,
que ocorre devido a ativacao irregular de nervos do sistema autdnomo simpético ou
parassimpatico (BUCARETCHI et al.,, 1995; BUCARETCHI et al., 2014; CUPO,
2015; FREIRE-MAIA et al., 1978; REZENDE et al., 1998)

Exames complementares de sangue e urina podem ser realizados
em pacientes que apresentam um quadro clinico moderado ou grave, sendo que na
maioria dos casos ha resolu¢do completa das altera¢des dentro da primeira semana.
As primeiras modificacbes observadas no sangue sao hiperglicemia, leucocitose e
hipopotassemia. O aumento da amilase também esta presente na maioria dos
casos. Quando ha envolvimento do sistema cardiovascular, o dano gerado pelas
toxinas provoca aumento de enzimas cardiacas, como a fosfocreatina quinase (CK-
MB), bem como da lactato desidrogenase (LDH), além de desordem no equilibrio
acido base, provavelmente devido ao acometimento de canais ibnicos de potassio,
calcio e cloro associado a ventilagdo pulmonar comprometida (CUPO, 2015;
MAGALHAES et al., 2000).

Grande parte dos 6bitos provocados pelo escorpionismo ocorrem as
custas do edema pulmonar, e no Brasil estdo quase sempre relacionados a
acidentes por Tityus serrulatus, por isso, a maioria das pesquisas envolvendo
envenenamento experimental ou isolamento de fragées proteicas, visando interesse
farmacoldgico, sdo com a peconha de T. serrulatus. Inusitadamente, em alguns
estados, como ocorre em Sao Paulo, o T. bahiensis € o maior causador de
acidentes, mesmo assim, estudos com peconhas de outras espécies de escorpides
de nossa escorpiofauna sdo quase que inexistentes (BUCARETCHI et al., 1995;
PUCCA et al., 2014; REZENDE et al., 1998).
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1.5 LESAO PULMONAR AGUDA E INFLAMAGAO

A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma patologia multifatorial e é
considerada uma ameaca a vida; fisiopatologicamente € caracterizada por aumento
da permeabilidade da microvasculatura pulmonar em resposta a processos
inflamatorios, gerando edema bilateral e morte de células epiteliais (CAPELOZZI,
2008). A sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA) nada mais é do que a
forma mais grave da LPA. A LPA/SARA pode ser desencadeada a partir de
agressoes diretas as células dos pulmdes, como ocorre em resposta a infecccdes
bacterianas, traumas ou a agentes toxicos, ou pode ser secundaria a alteracbes
inflamatoérias sistémicas, como por exemplo, na sepse (REISS et al.,, 2012 e
CAPELOZzI, 2008). Inicialmente, a LPA/SARA é caracterizada por um intenso
processo inflamatorio local, com infiltracdo de leucécitos e producdo de mediadores
sollveis em resposta a ativacao de células como macrofagos residentes e células
endoteliais (figura 7) (REISS et al., 2011). As alteracdes fisiopatologicas do sistema
respiratério encontradas em pacientes que sofreram escorpionismo severo sao
semelhantes a alteracfes encontradas em pacientes com LPA/SARA, associado a
isso, a peconha de escorpido € reconhecidamente inflamatdria, portanto, acredita-se
gue a lesdo pulmonar decorrente de escorpionismo severo possa estar atrelado ao
desenvolvimento de LPA/SARA.

ALVEOLO NORMAL
Epitélio brénquico
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Figura 7: Fisiopatologia da LPA. Alvéolo normal (a esquerda) e alvéolo lesado na fase inicial da LPA
(a direita).
Retirado de: Robbins e Cotran, 2016
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Dentre as complicacBes sistémicas decorrentes do escorpionismo
severo, o0 edema pulmonar, caracterizado pelo acumulo de liquido no instersticio
pulmonar, chama a atencdo e deve ser entendido como sinal de emergéncia.
Assume-se que o edema pulmonar pode apresentar duas etiologias distintas: uma
de carater cardiogénico e outra de carater ndo-cardiogénico (WARE e MATTHAY,
2005). Quando se trata da etiologia cardiogénica, dois fatores devem ser levados em
consideracao. Primeiramente, devido a estimulagdo prolongada das terminagdes
nervosas poés-ganglionares e das adrenais, hd uma liberagdo massiva de
catecolaminas, que culmina no aumento da pressao diastolica atrial e ventricular
esquerda, gerando um aumento na pressdo sanguinea das veias pulmonares,
produzindo aumento da pressdo hidrostatica nas vénulas poés-capilares que
perfundem o tecido pulmonar. O produto final dessa cascata de eventos é o
aumento do extravasamento de plasma para o espaco alveolar, caracterizando o
edema (WARE e MATTHAY, 2005; GEHLBACH e GEPPERT, 2004). Em segundo
lugar, ndo deve ser descartada a possibilidade de acéo direta das toxinas sobre 0
miocardio, provocando uma condi¢cdo conhecida como “miocardite escorpibnica”,
caracterizada pela alteracdo da permeabilidade da membrana, bem como das
propriedades elétricas das células do miocardio (BAHLOUL et al., 2013).

Quanto a etiologia ndo-cardiogénica, assume-se que o edema €
resultado do aumento da permeabilidade vascular na microvasculatura pulmonar em
resposta a agressodes diretas nas células pulmonares, levando ao extravasamento
de fluido rico em proteinas que, em teoria, se inicia no intersticio pulmonar e evolui
paulatinamente para o espaco alveolar, porém, como o epitélio alveolar é
frequentemente injuriado nessas condi¢des, o inundamento do espaco alveolar pode
ser considerado um evento precoce; vale salientar ainda que no edema nao-
cardiogénico também h& aumento da presséo hidrostatica vascular e elevado fluxo
linfatico (WARE e MATTHAY, 2005; MURRAY, 2011). Os fenbmenos relacionados a
fisiopatologia do edema néo-cardiogénico ja foram identificados em vitimas fatais do
T. serrulatus (AMARAL et al., 1994) e experimentalmente (FREIRE-MAIA e MATOS
1993; COELHO et al., 2007; ZOCCAL et al., 2016). Ao longo dos ultimos anos,
diversos estudos tém mostrado cada vez mais a participacdo e até mesmo a
dependéncia de mediadores inflamatorios no desenvolvimento do edema pulmonar
de etiologia nédo-cardiogénica (BAHLOUL et al., 2013; WARE e MATTHAY, 2005;
D’'SUZE et al., 1999, DE MATOS et al., 1997).
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Acredita-se que a LPA/SARA se desenvolve a partir da acéo direta
das toxinas da peconha sobre células endoteliais e macréfagos residentes do
pulmao, disparando vias de sinalizacao pré-inflamatérias que induzem a expressao
de genes relacionados a citocinas como IL-1a, IL-183, IL-6, IL-8, IL-10; TNF, IFN-y e
guimiocinas. De fato, diversos estudos com animais demonstraram o aumento Ssérico
de citocinas pro-inflamatorias em consequéncia do envenenamento experimental
pela peconha de T. serrulatus (PETRICEVICH; PENA 2002; PESSINI et al., 2003;
FIALHO et al.,, 2011); recentemente demonstramos que no pulmao de ratos
envenenados pela pTs ha aumento da producao de IL-1p e IL-6 (MIYAMOTO et al.,
2018).

Adicionalmente, a producdo de mediadores inflamatérios na
LPA/SARA observada no escorpionismo, a exemplo do que € encontrado em outros
modelos de LPA/SARA, pode ser levada a cabo por outras células, como as
epiteliais. Nesse sentido, foi demonstrado que a peconha do T. serrulatus
desencadeia rapidamente a producédo de IL-18, IL-6 e IL-8 por células epiteliais de
bronquiolo humano (RIGONI et al., 2016).

A producdo de citocinas pro-inflamatorias gera duas principais
consequéncias que podem estar associadas ao desenvolvemento da lesdo pulmonar
aguda: primeiro, elas estimulam a ativacdo endotelial promovendo a producéo de
guimiocinas e de moléculas de adesdo (selectinas e superfamilia das
imunoglobulinas), permitindo a diapedese de leucdcitos circulantes; segundo, a
propria ativacdo de neutréfilos, conduzindo-os para o espaco intersticial pulmonar
onde podem produzir substancias lesivas, como espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio bem como liberacdo de granulos contendo enzimas liticas como lisozima,
colagenase e elastase. Vale salientar ainda que a cinética dos neutréfilos presentes
no leito capilar pulmonar difere dos demais tecidos. No pulmdo ha uma grande
guantidade de neutrofilos ja aderidos a superficie endotelial, 0 denominado “pool
marginal”, potencializando os efeitos lesivos (KUEBLER, 2005; ROBBINS e
COTRAN, 2016; MORAES; ZURAWSKA; DOWNEY, 2006).

Outros mediadores inflamatérios, como os eicosanoides, também
ganham destaque na fisiopatologia da lesdo pulmonar aguda causada pela peconha
de escorpido. Estudos pioneiros com ratos concluiram que o edema pulmonar
provocado pela pegonha de T. serrulatus se da em parte pela liberagdo de fatores

inflamatorios que alteram a permeabilidade vascular, tais como prostaglandinas,
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leucotrienos e o fator ativador plaquetario (PAF) (DE MATOS et al., 1997). J& foi
demonstrado que macrofagos murinos estimulados pela peconha de T. serrulatus
foram capazes de produzir corpusculos lipidicos, que nada mais sdo do que
vesiculas intracelulares contendo precursores da formagdo de eicosanoides
(ZOCCAL et al., 2015). Além disso, estudos mais recentes realizados com animais
submetidos ao envenenamento mostraram que o desenvolvimento da LPA parece
depender do balango entre a producdo de prostaglandinas e leucotrienos, sendo a
maior produgdo de prostaglandinas associada com o0 aumento da taxa de
mortalidade decorrente da formacdo de edema e, em contrapartida, a maior
producdo de leucotrienos relacionou-se com melhor progndéstico, gerando reducao
da resposta inflamatéria pulmonar e do edema (ZOCCAL et al., 2018).

Recentemente, a partir de estudos com a peconha de T. serrulatus,
foi demonstrada a presenca de padrbes moleculares associados ao veneno
(VAMPSs) que podem se ligar aos receptores de reconhecimento de antigeno toll-like
2 e 4 (TLR2 e 4), ativando-os e disparando vias pré-inflamatérias que sao
orquestradas principalmente pelos fatores de transcricdo NF-kB dependente de Myd-
88 e IRFs (ZOCCAL et al., 2014). O envolvimento do TLR4 tambem ja foi investigado
em animais submetidos ao envenenamento por Androctonus australis hector (um
escorpido encontrado principalmente no norte da Africa), foi demonstrado que o
blogueio do TLR4 modulou positivamente as respostas inflamatéria e oxidativa,
reforcando uma possivel acdo direta da peconha sobre o TLR4 (KHEMILY et al.,
2019). Adicionalmente, estudos in vitro demonstraram que tanto macréfagos de
cultura priméaria como os de cultura permanente, quando incubados com a peconha
de T. serrulatus, foram capazes de produzir citocinas como TNF e IL-6
(PETRICEVICH, 2002; ZOCCAL et al., 2011).

1.6 Oxipo NiTRICO E ESCORPIONISMO

O oxido nitrico (NO) foi descoberto em 1980 quando Furchgott e
Zawadzki identificaram um mediador responsavel pela vasodilatacdo induzida pela
acetilcolina em preparacgdes in vitro de vasos sanguineos, inicialmente chamado de
fator relaxante derivado do endotélio, apenas em 1987 foi identificado como o NO
(IGNARRO et al.,, 1987 PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987; PALMER et al.,

1988). Desde sua descoberta, o0 NO tém sido um mediador de grande interesse no
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meio cientifico bem como no desenvolvimento farmacoldgico de drogas. O NO é
uma molécula gasosa sinalizadora responsavel pela regulacdo de diversos
processos fisiologicos, sendo que nos mamiferos, atua principalmente como um
agente relaxante vascular e inibidor da agregacédo plaquetaria (KORHONEM et al.,
2005; COLEMAN, 2001). O precursor para a sintese de NO € a L-arginina, que é
oxidada enzimaticamente por um conjunto de sintases (NOS), gerando como
produtos finais o NO e a L-citrulina. Trés diferentes isoformas de NO sintase ja foram
caracterizadas: as isoformas neuronal (NNOS ou NOS1) e endotelial (eNOS ou
NOS3), que sdo expressas de maneira constitutiva por neurénios e células
endoteliais, respectivamente; e a induzivel (INOS ou NOS2), presente em Varios
tipos celulares porém sendo expressa somente a partir de estimulacao inflamatoria,
como indugdao por citocinas ou produtos microbianos (GUZIK et al., 2003).

Quando se trata de resposta imunoldgica, o NO pode atuar de varias
maneiras: como agente tdéxico contra micro-organismos infecciosos; como indutor ou
supressor de apoptose; ou como imunoregulador, sendo que nesse contexto, a
INOS é provavelmente a mais importante, uma vez que sua ativacdo esti
relacionada a uma grande producdo de NO de maneira continuada, enquanto que o
NO produzido pelas isoformas cosntitutivas possui acao curta e direta (GUZIK et al.,
2003). Sua atividade antimicrobiana se da a partir da producdo de espécies reativas
de nitrogénio através da iINOS, sendo o préprio NO capaz de interagir com outras
espécies reativas como superéxido ou peroxido de hidrogénio para formar radicais
de peroxinitrito altamente reativos que provocam oxidacdo de fosfolipideos e de
proteinas microbianas. Em contrapartida, as espécies reativas de nitrogénio quando
produzidas em grande quantidade acabam por lesionar o tecido préprio, contribuindo
para a propagacao da resposta inflamatéria (GUZIK et al., 2003; COLEMAN, 2001)

Dentre as funcbes do NO como um agente regulador da resposta
inflamatoria, algumas merecem destaque. Primeiramente, o NO parece inibir a
ativacdo dependente de IgE em mastocitos, impedindo a liberacdo de granulos
contendo importantes vasoativos como a histamina (MCCAULEY et al.,, 2005;
EASTMOND e COLEMAN, 1997). Em segundo lugar, o NO possui participacéo ativa
na regulacdo da diapedese de leucdcitos, em especial dos neutréfilos, que
representam cerca de 60-70% dos leucdcitos periféricos e sdo 0s primeiros a
chegarem no sitio da lesao/infeccéo. Ja foi demonstrado em modelos experimentais

in vivo que a inibicdo da producdo de NO produziu aumento do recrutamento de
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neutrofilos para o sitio de inflamacéo, por isso, o NO parece ser importante na down-
regulacédo da diapedese dessas células (SECCO et al., 2004; SAINI e SINGHI, 2018)
Adicionalmente, a inibicdo do NO foi associada com o aumento da expresséao de
moléculas de adesdo como VCAM-1, ICAM-1, E-,P- e L-selectinas bem como o
aumento da expressao do receptor de quimiocinas CXCR2 (LEFER e LEFER, 1996;
SPEACKER et al., 1998; GAUTHIER et al., 1994; RIOS-SANTOS et al., 2007).

O NO parece ter participacdo na fisiopatologia do escorpionismo
experimental, j& foi demonstrado aumento sérico de NO em camundongos
envenenados pela pTs e pela peconha de Androctonus australis hector, bem como
sua producdo por macréfagos murinos estimulados pela pTs (PETRICEVICH e
PENA, 2002; PETRICEVICH, 2002; SAIDI et al., 2018). Além disso, a inibicdo da
sintese de NO, através do pré-tratamento com L-NAME, potencializou a formacédo de
edema de pata provocada pela injecdo da peconha de T. serrulatus em
camundongos (SEVERINO et al., 2008), sendo este o unico trabalho publicado
envolvendo modulagdo farmacolégica do NO no modelo de escorpionismo
experimental.

J4 é bem estabelecido na literatura que, em diversos modelos
experimentais, a intensa resposta inflamatéria que caracteriza a LPA/SARA esta
associada ao aumento da expressao e atividade da iNOS, levando ao aumento da
producdo de NO (RAZAVI et al., 2005; KOIZUMI et al., 2004; BARON et al., 2004);
inclusive, aumento da producdo de NO no lavado bronco-alveolar e até mesmo na
respiracdo exalada de animais submetidos a LPA/SARA pela injecao intraperitoneal
ou intratraqueal de lipopolissacarideo (MEHTA et al., 1999; WEICKER et al., 2001,
ZEGDI et al.,, 2002). Apesar disso, o papel do NO em diferentes modelos de
LPA/SARA é controverso, por exemplo, foi evidenciado que a inibicdo nao-seletiva
da NOS promove reducdo do edema e extravasamento de proteinas em diversos
modelos de LPA/SARA, porém, nos mesmos modelos, ndo houve reducdo da
infiltrag@o de neutrofilos para o sitio da injaria (MULLIGAN et al., 1991; SEEKAMP et
al., 1993). A contradicdo desses dados sugerem que o NO, na verdade, pode
prevenir ou contribuir para o desenvolvimento da LPA/SARA, dependendo de fatores
como tipo de lesdo, a concentracdo de NO produzida, as condi¢fes fisicoquimicas

locais e talvez as fontes celulares exatas do NO (MEHTA, 2005).
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1.7 CONSIDERACOES FINAIS

A maioria dos estudos envolvendo escorpionismo experimental sdo
com a peconha de T. serrulatus, uma vez que é a principal espécie associada a
ocorréncia de acidentes severos em nosso pais. Mesmo que o numero total de
acidentes em alguns estados brasileiros seja devido a outras espécies que ndo o T.
serrulatus, estudos envolvendo outras peconhas sao escassos. Além disso, o NO,
por ser um importante mediador inflamatério envolvido em processos vasculares e
no recrutamento de células inflamatérias, pode estar envolvido no desenvolvimento
do edema pulmonar por peconha escorpidnica. Por isso, esse estudo buscou
investigar a influéncia do o6xido nitrico na LPA/SARA em ratos submetidos ao
envenenamento por T. serrulatus e por T. bahiensis. Adicionalmente, a partir do
melhor entendimento acerca dos mecanismos que envolvem a LPA/SARA induzida
por peconha escorpibnica, novos alvos farmacolégicos poderdo ser estudados para
a proposicdo de um possivel tratamento, associado ou ndo a soroterapia, para

pacientes envenenados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel do oOxido nitrico na fisiopatologia da lesdo

pulmonar aguda induzida pela peconha de T. serrulatus e T. bahiensis em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a participacédo do 6xido nitrico na(o):

2.2.1 Aumento de permeabilidade vascular nas vias aéreas;
2.2.2 Hemorragia nas vias aéreas;

2.2.3 Edema pulmonar;

2.2.4 Mobilizagdo de leucdcitos para 0 espaco aéreo;

2.2.5 Producdo de éxido nitrico no tecido pulmonar;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar (200 a 250 g) obtidos do
biotério da Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram mantidos em
gaiolas com no maximo 5 animais a uma temperatura de 25°C, com racao e agua ad
libitum e em ciclo claro/escuro de 12 horas. Os grupos experimentais foram
compostos por no minimo 5 e no maximo 10 animais. O estudo engloba projetos
aprovados pelo comité de ética no uso de animais da Universidade Estadual de
Londrina (n° 16583.2013.29/ n° 9266.2019.23).

3.2 PECONHA ESCORPIONICA

As peconhas de T. serrulatus (pTs) e T. bahiensis (pTb) foram
cedidas pelo Laboratério de Venenos do Instituto Butantan, liofilizadas e estocadas

em -20°C e no momento do uso, foram diluidas em NaCl 0,9% estéril apirogénica.

3.3 INDUCAO DO ESCORPIONISMO EXPERIMENTAL

O escorpionismo experimental foi desencadeado pela administracao
por via intravenosa (iv) da pTs na dose de 200 pg/kg (dose subletal), provocando
acidente moderado a grave, com acometimento respiratério e baixa mortalidade.
Essa dose foi capaz de induzir edema nas vias respiratorias de ratos Wistar
(ZULIANI et al.,, 2011), e dose semelhante induziu, no mesmo modelo animal,
alteracdes sistémicas relacionadas com acidentes severos (BORGES et al., 2000).
Para a pTb utilizamos também a dose de 200 ug/kg (iv), uma vez que nosso grupo ja
demonstrou a capacidade edematogénica dessa dose em modelo experimental
(MIYAMOTO et al., 2018). Para avaliar o papel do oxido nitrico, foram utilizados
animais que receberam como pré-tratamento ao envenenamento (30 minutos), o
hidrocloreto de N(®)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor ndo seletivo da
enzima NOS, na dose de 10 mg/kg (iv), a qual foi capaz por de produzir alteracdes
na permeabilidade vascular na pata de camundongos envenenados pela pTs

(SEVERINO et al.,, 2009). Como grupos controles, foram utilizados animais pré-
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tratados com NacCl isotonica apirogénica (NaCl) ou L-NAME, seguido de uma nova

injecdo de NaCl 30 minutos depois, mimetizando o envenenamento.

3.4 AVALIACAO DO AUMENTO DA PERMEABILIDADE VASCULAR NAS VIAS AEREAS

O aumento da permeabilidade vascular foi avaliado apés 30 minutos
do envenenamento pelo extravasamento do corante azul de Evans (akE - Sigma). O
corante diluido em NacCl isotbnica apirogénica foi administrado iv (25 mg/kg) em
conjunto com as peconhas. Apés 30 minutos os animais foram eutanasiados pela
inalacdo de CO2 e exsanguinados. A seguir, a circulacdo pulmonar foi perfundida
com 50 mL de NaCl 0,9% (25 mL/minuto) através de canula inserida no tronco
pulmonar. O aparelho respiratério foi retirado e a traqueia, brénquios externos e
internos e o parénquima pulmonar foram isolados e divididos em dois fragmentos:
um colocado em formamida (4 mL/g de tecido, Sigma) para a extracdo do corante e
0 outro acondicionado na estufa a 60°C por 48 horas para determinacdo da razéo
peso seco/peso Umido. Apos 24 horas 75 pL do sobrenadante das amostras em
formamida foram coletados e distribuidos em pocos de placas de 96 pocos com 75
uL de agua destilada/poco e a absorbéancia da amostra determinada por
espectrofotometria em leitor de microplacas com filtro de 630 nm. A densidade Optica
foi inserida em uma curva padrao do corante previamente estabelecida e os valores

obtidos expressos como g de aE/g de peso seco de tecido.

3.5 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

Para dosagem de proteinas, 1 e 4 horas ap0s a administracdo das
peconhas foram seguidos o0s procedimentos de morte e perfusdo como descrito
acima, logo apoés foi realizado o lavado bronco-alveolar (LBA) com 5 mL de NaCl
0,9% por uma canula inserida na traquéia. O volume recolhido foi centrifugado a 156
g a 4°C por 10 minutos e a concentracdo de proteinas determinada pelo método
colorimétrico de Lowry (LOWRY et al., 1951) com filtro de 660 nm. Os resultados
foram obtidos utilizando uma curva padrdo de albumina sérica bovina e
representadas como mg/mL.

Adicionalmente, as amostras de LBA (3 pL) foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), 12,5%, a 120 V e 80 mA para o
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gel de empacotamento, e 120 V e 150 mA para o gel de separacédo. Para obtencéo
das amostras, foram recolhidos 200 uL de cinco amostras de lavado do mesmo
grupo e reunidos em um unico microtubulo (pool).

Apébs a corrida eletroforética, o gel foi corado por impregnacao por
prata. Brevemente, o gel foi disposto em solucao fixadora contendo 50% metanol e
0,5% formaldeido durante 10 minutos sob agitacdo, em seguida, o gel fixado foi
colocado em solucao de etanol 30% por 5 minutos sob agitacao, e apos, em solugéo
NaS20s3 (tiossulfato de sédio) 0,02% por 2 minutos, a solugdo contendo AgNOs
(nitrato de prata) a 0,2% foi aplicada durante 5 minutos sob agitacéo e, por fim, a
solucédo reveladora contendo Na2COs (carbonato de sodio) a 6% foi aplicada até o
aparecimento das bandas, sendo que a reacgao foi interrompida pela aplicacdo de
solugéo contendo metanol a 50%.

3.6 AVALIACAO DA HEMORRAGIA NAS VIAS AEREAS

A hemorragia foi avaliada utilizando a concentracdo de hemoglobina
tecidual como indice, dosada pelo método colorimétrico da cianometahemoglobina.
Apds 60 minutos da administracdo das peconhas, o mesmo procedimento descrito
acima para a retirada dos tecidos do aparelho respiratério foi realizado e, apos
pesagem, foram colocados em liquido de Drabkin (8 mL/g de tecido, Sigma). ApGs
24 horas, o liquido de Drabkin das amostras foi recolhido, centrifugado a 16,100 g
por 5 minutos, 150 pL do sobrenadante foi retirado e a absorbancia determinada em
leitor de microplacas com filtro de 540 nm, comparando os resultados com uma
curva padréo previamente estabelecida com hemoglobina de rato (Sigma). Os
resultados foram expressos em mg de hemoglobina/g de tecido.

3.7 MosBlLIzACAO DE LEucociTos PARA Os PULMOES

Passadas 4 horas ap0s o envenenamento foi avaliada a migracéao de
leucdcitos aos pulmdes. A quantidade indireta de neutrdfilos foi avaliada através da
dosagem de mieloperoxidase (MPO) (Bradley et al., 1982), e a de macréfagos pela
dosagem de N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) (LEABACK; WALKER, 1961). Para
a dosagem de MPO os pulmdes foram pesados e acondicionados em tampéao fosfato

de potassio 50 mM contendo brometo de hexadecil trimetil aménio (HTAB) 13,72



33

mM, pH 6,0, na propor¢cdo de 2 mL de tampéao/g de tecido. As amostras foram
homogeneizadas com auxilio do Polytron (PT3100), seguida de 3 pulsos de
ultrassom de 40 Hz por 30 segundos, em intervalos regulares de 5 segundos, em
seguida centrifugadas por 2 minutos, 16,100 g, a 4°C. A dosagem por reacgéo
colorimétrica cinética foi realizada em placas de 96 pogos contendo os 10 pyL dos
sobrenadantes das amostras e 200 pL da solucdo de reacdo (52,64 mM de
dihidrocloreto de O-dianisidina, 0,05% de H202 30%, 90 mL de tampéo fosfato de
potadssio 50 mM, pH 6,0 e 10 mL de H20 destilada). A atividade enzimatica foi
determinada colorimetricamente usando um leitor de placa com filtro de 450 nm. Os
resultados foram expressos como numero de neutréfilos por miligrama de tecido,
utilizando-se uma curva padrdo de neutrofilos. Para a dosagem de NAG, 10 pL de
sobrenadante dos pulmdes homogeneizados e com pulsos de ultrassom (como
descrito para a MPO) foram colocados em placa de 96 pocos e em seguida
adicionado 40 pL de tampao citrato-fosfato 0,04M. A reacao foi iniciada pela adicédo
de 50 pyL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina 2,24 mM. A placa foi incubada a
37°C durante 10 minutos e a reagao parada pela adigado de 50 pL de tampéo glicina
0,2 M pH 10,4. A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando
um leitor de placa com filtro de 400 nm. Os resultados foram expressos como
namero de macrofagos por miligrama de tecido, utilizando-se uma curva padrao de

macroéfagos.

3.8 AVALIACAO DA PRoODUCAO DE NO Nos PULMOES

A producdo de NO foi avaliada indiretamente pelos niveis de NOs™ e
NO2 através do método de Griess adaptado (SUN et al.,, 2003). As amostras de
pulmdo foram coletadas apos perfusdo (item 3.3), pesadas, colocadas em salina
isotdnica (5 mL/g) e homogeneizadas com auxilio do Polytron (PT3100). Em seguida
foram centrifugadas por 10 minutos, 16,100 g, a 4°C. O sobrenadante (60 pL) foi
submetido a duas etapas de desproteinizacao e centrifugacdo 18,800 g, com ZnSOa4
75 mM e NaOH 55 mM (2 e 5 minutos respectivamente) e estabilizados com 50 pL
de tampdo glicina 45 g/L (pH 9,7). As amostras foram incubadas com granulos de
Cadmio previamente ativados com solugdo de CuSOs4 5mM em tampé&o glicina por
10 minutos, para conversdo de nitrato a nitrito. Por fim, as amostras foram

acondicionadas em microplacas de 96 pocos com reagente de Griess. A
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concentragdo de NO:2 foi obtida utilizando curvas padrées de NaNO:2 com leitura
espectofotométrica a 550nm. Os valores foram expressos como uM de NOz/grama

de tecido.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram comparados por andlise de variancia, seguido de
comparagdes multiplas pelo método de Tukey (dados paramétricos) ou pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo pés teste de Dunn (dados ndo parameétricos), com nivel
de significancia de 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism (5.0) (GraphPad, San Diego, CA, USA). Os resultados foram
expressos como média * erro padrdo da meédia.
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4 RESULTADOS
4.1 PERMEABILIDADE VASCULAR NAS VIAS AEREAS

As peconhas induziram em 30 minutos o extravasamento do aE,
com excecdo da traqueia dos animais que receberam a pTb, nos brénquios
externos, internos e pulmao (figura 8). N&o foi observado qualquer efeito do L-NAME
nos animais envenenados com a pTb (figura 8A), enquanto que nos animais
envenenados pela pTs, o pré-tratamento com L-NAME potencializou o

extravasamento nos brénquios internos e pulméo (figura 8B).
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Figura 8 - Permeabilidade vascular nas vias aéreas 30 minutos ap0s envenenamento pela pegonha
de T. bahiensis (A) e T. serrulatus (B). 5 a 9 animais por grupo. * p < 0,05 comparado a NaCl + NaCl.

$ p < 0,05 comparado a NaCl + pTs.

4.2 HEMORRAGIA NAS VIAS AEREAS

No envenenamento pela pTb, os niveis de hemoglobina se
apresentaram aumentados apenas no bronquio interno e pulméo; apds o preé-
tratamento com L-NAME aumentaram o0s niveis de hemoglobina traqueia e no
brénquio externo (figura 9A). Apdés 1 hora da administracdo da pTs os niveis de
hemoglobina foram maiores no brénquio interno e no pulmao, sendo que o pré-

tratamento com L-NAME atenuou esse efeito (figura 9B).
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Figura 9 - Hemorragia nas vias aéreas 1 hora apds envenenamento pela pegconha de T. bahiensis (A)
e T. serrulatus (B). 5 a 10 animais por grupo. * p < 0,05 comparada a NaCl + NaCl. $ p < 0,05
comparada a NaCl + pTs. # p < 0,05 comparada a NaCl + pTb.

4.3 MoBILIZACAO DE LEucoOciTos PARA O PULMAO

A atividade das enzimas MPO e NAG foi utilizada como marcadores
indiretos da presenca de neutréfilos e macrofagos, respectivamente, no parénquima
pulmonar. Apds 4 horas, as peconhas induziram o aumento da atividade da MPO,
sendo esse efeito intensificado nos animais que receberam pré-tratamento com L-
NAME (figura 10A e 10B). A atividade da NAG foi aumentada somente para 0s
grupos que receberam a administracdo de L-NAME e foram envenenados apés 30
minutos (figura 10C e 10D). Adicionalmente, o pré-tratamento com L-NAME e a
posterior (30 minutos) injecdo de NaCl (diluente das peconhas) ndo produziu

qualquer tipo de efeito nos animais (dado ndo mostrado).
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Figura 10 - Atividade da MPO (A e B) e NAG (C e D) em homogenatos pulmonares apos
envenenamento pela peconha de T. bahiensis (A e C) e T. serrulatus (B e D) 5 a 10 animais por
grupo. * p < 0,05 comparada a NaCl + NaCl. $ p < 0,05 comparada a NaCl + pTs. # p < 0,05
comparada a NaCl + pTb.

4.4 CONCENTRACAO DE OxID0 NiTRICO NO TECIDO PULMONAR

Apbés 1 e 4 horas da administracdo das peconhas as concentracfes
de NO2 como medida indireta da producdo de NO foram mensurados no tecido
pulmonar. Nao detectamos producédo de NO apdés 1 hora da administracdo das
peconhas bem como qualquer efeito da administracdo prévia do L-NAME (figura 11A

e 11B), enquanto que 4 horas ap0s 0 envenenamento, as pe¢onhas induziram a
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producdo de NO, efeito que foi amenizado pelo pré-tratamento com o L-NAME
(figura 11C e 11D)
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Figura 11 - Concentracdo de NO2 em homogenatos pulmonares 1 e 4 horas apés envenenamento
pela peconha de T. bahiensis (A e C) e T. serrulatus (B e D). 5 a 10 animais por grupo. * p < 0,05
comparada a NaCl + NaCl. $ p < 0,05 comparada a NaCl + pTs. # p < 0,05 comparada a NaCl + pTh.

4.5 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS E SDS-PAGE

A concentracdo de proteinas totais no LBA aumentou tanto em
animais que receberam a pTs quanto nos que receberam a pTh, efeito visto em

ambos os tempos avaliados (1 e 4 horas) (figura 12). Enquanto o pré-tratamento
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com L-NAME ndéo teve efeito na primeira hora de envenenamento (figura 12A e
12B), potencializou o extravasamento proteico apds a quarta hora para ambas as
peconhas (figura 12C e 12D). O pré-tratamento com L-NAME e a posterior (30
minutos) injecado de NaCl (diluente das peconhas) ndo produziu qualquer efeito nos
animais (dado ndo mostrado). Esses resultados foram confirmados através da
observacédo da densidade proteica dos LBAs em SDS-PAGE (figura 13).
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Figura 12: Quantificacdo de proteinas no LBA 1 e 4 horas apds envenenamento pela pegconha de T.
bahiensis (A e C) e T. serrulatus (B e D). 5 a 8 animais. * p < 0,05 comparada a NaCl + NaCl. $ p <
0,05 comparada NaCl + pTs. # p < 0,05 comparada a NaCl + pTb.

1 hora

4 horas

Figura 13: Densidade proteica em gel SDS-PAGE dos LBAs 1 e 4 horas ap6s envenenamento pela
peconha de T. bahiensis e T. serrulatus. 5 a 8 animais (pool). PM: Padréo de peso molecular (kDa).
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5 DISCUSSAO

O escorpionismo representa um problema de saude publica em
diversos paises, respondendo por grande numero de acidentes com animais
peconhentos em muitos paises subdesenvolvidos das regides tropicais e
subtropicais. A peconha de escorpido induz sintomas clinicamente importantes,
especialmente em criangcas. Nessas, o envenenamento pode desencadear, com
maior frequéncia do que em adultos, lesdo pulmonar aguda (LPA), e resultar na
morte do paciente. Nesse contexto, estudamos a participacdo do Oxido nitrico, um
mediador gasoso que regula diversos mecanismos homeostaticos bem como
inflamatoérios observados no trato respiratorio de ratos envenenados pelas pegonhas
do T. serrulatus e do T. bahiensis.

Como esperado, o efeito edematogénico da peconha de T.
serrulatus nas vias aéreas foi confirmado tanto para 30 minutos, diretamente nos
tecidos avaliados, como em 1 e 4 horas ap0s o envenenamento quando o acumulo
de proteinas ja pode ser encontrado no liumen das vias respiratorias. Esses
resultados corroboram os achados pioneiros de Freire-Maia e Matos (1993) para o
pulm&o, e os posteriores de Zuliani et al. (2013) e Miyamoto et al (2018) para todo o
aparelho respiratério; este ultimo trabalho demonstrando que também a peconha de
T. bahiensis € edematogénica para o aparelho respiratério.

Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento dos ratos com
L-NAME exacerbou o aumento da permeabilidade vascular em 30 minutos induzido
apenas pela pTs. Embora avaliado em outro tecido (na pata e em camundongos), foi
demonstrado por Severino et al. (2009) que o uso da mesma concentracdo e do
mesmo tempo de pré-tratamento de L-NAME também aumentou o extravasamento
vascular induzido pela pTs, mas ndo pela pTh. Os resultados obtidos no presente
estudo se apresentam de maneira semelhante com os dados publicados por
Severino et al (2009). E importante notar que o PAF é sabidamente estimulador da
producdo de NO, através da ativacdo da isoforma constitutiva da NOS no endotélio
(JEON et al., 2001; FILEP e FOLDES-FILEP 1993; RAMIREZ et al., 1995), e este
mediador lipidico participa do aumento da permeabilidade vascular no
envenenamento de ratos por T. serrulatus logo aos 30 minutos (FREIRE-MAIA e DE
MATOS, 1993; DE MATOS et al., 1997; MATOS et al., 1999). Severino et al (2009)

também demonstraram que apenas no aumento da permeabilidade vascular
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induzido pela pTs houve envolvimento do PAF em todos os tempos estudados
incluindo os 30 minutos, o que ndo foi observado quando o envenenamento foi
induzido pela pTh. Apesar dos animais envenenados pela pTs pré-tratados com L-
NAME tenham apresentado extravasamento exacerbado de ak, n&do foi possivel
correlacionar esse dado com a deteccao de nitrito (refletindo a producéo de NO) no
homogenato pulmonar, uma vez que néo foi visto diferenca entre os grupos 1 hora
ap6s o envenenamento por ambas as peconhas. E plausivel considerar que
variagOes discretas na concentracéo de nitrito podem ter sido mascaradas pelo limite
de deteccdo da metodologia de quantificacdo de nitrito utilizada, pela qual
guantidades menores de 1 uM sao indetectaveis.

Um fato relevante é que o aumento da concentracdo de nitrito no
soro de camundongos submetidos a pTs foi observada logo na primeira hora de
envenenamento, indicando uma precoce participacdo na fisiopatologia do
envenenamento escorpidnico (PETRICEVICH e PENA, 2002). A partir disso, é
possivel especular que a inibicdo da sintese do NO através da administracdo prévia
de L-NAME possa refletir em alteracdes precoces em parametros inflamatérios
através da diminuicdo das concentracdes de NO séricas, possivelmente pela inibicao
da eNOS. Acreditamos que a participacdo do NO sobre o extravasamento
exacerbado de aE em animais envenenados pela pTs possa ser explicado através
de dois fatores. Primeiramente, ja é bem estabelecido que a inibicdo de NO acarreta
em diminuicdo dos niveis intracelulares de GMP ciclico (GMPc) nas células
endoteliais, culminando consequentemente em aumento da concentracdo
intracelular de GTP (SURICHAMORN et al., 1990; STASI et al., 1992, KUROSE et
al., 1993). Partindo do principio que o GTP é um potente ativador da proteina
fosfolipase A2 (MURAYAMA et al., 1990, KUROSE et al., 1993), é possivel que a
inibicdo da sintese de NO provoque o aumento da producédo de mediadores lipidicos
como o PAF, que é sabidamente um agente permeabilizador vascular, e que, como
comentando anteriormente, parece ter participacdo primordial no edema de pata
provocado pela pTs (SEVERINO et al., 2009). Um segundo fator pode se dar atraves
da acdo da inibicAo do NO sobre a contracdo de células endoteliais, também de
maneira dependente da diminuicdo de GMPc. J& foi demonstrado que, em resposta
a inibicdo de sintese de NO, expansdo das juncbes entre as células endoteliais,
promovendo aumento da permeabilidade da monocamada endotelial, possivelmente

através de alteracdes no citoesqueleto dessas ceélulas (OLIVER, 1992; KUROSE et
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al., 1993). De fato, Kurose et al. (1993) mostrou que o uso de faloidina, um
estabilizador dos filamentos de actina do citoesqueleto das células, atenuou o
extravasamento de plasma elicitado pela administracdo de L-NAME em vénulas pos-
capilares de ratos.

Outro evento vascular avaliado aqui foi a hemorragia, refletida pelo
extravasamento de hemacias para os tecidos do aparelho respiratorio. A presenca
de secrecdes hemorragicas no aparelho respiratorio foi observada em um caso fatal
de escorpionismo por T. serrulatus (AMARAL et al., 1994) e experimentalmente tem
sido observada no trato respiratorio por analise macroscopica ou histolégica
qualitativa com a pTs (bruta ou toxinas isoladas) (CORREA et al., 1997; FREIRE-
MAIA et al.,, 1978) e peconhas de outros escorpides, como o T. trivitattus (DE
ROODT et al.,, 2001), T. confluens (DE ROODT et al., 2009) e o T. obscurus
(SANTOS-DA-SILVA et al., 2017), bem como escorpides causadores de acidentes
em outras regides do planeta, como o Hottentota gentili (EL HIDAN et al., 2015) e o
M. tamulus (AKELA et al., 2015).

Corroborando nossos dados anteriores (MIYAMOTO et al., 2018), a
pTs e pTb desencadearam hemorragia nas vias respiratorias inferiores 1 hora ap6s o
envenenamento. E possivel que isso tenha sido devido a liberacdo massiva de
catecolaminas através da estimulacdo autonémica de terminacdes simpaticas e da
adrenal, culminando em alteragbes hemodinamicas no leito vascular pulmonar
(FREIRE-MAIA et al., 1978). De fato, o aumento do débito cardiaco em resposta ao
envenenamento é capaz de provocar aumento da pressao hidrostatica vascular que
se associa diretamente com o0 aumento da permeabilidade e consequente
extravasamento de constituintes sanguineos (WARE e MATTHAY, 2005). Além de
um mecanismo puramente hemodinamico, € possivel que macréfagos alveolares
ativados pelas peconhas produzam substancias que gerem dano direto ao endotélio
vascular propiciando o extravasamento das hemacias. Demonstramos anteriormente
que IL-13 e IL-6 s&o produzidas em 1 hora (mesmo tempo da avaliacdo da
hemorragia) nos pulmdes de ratos envenenados pela pTs (MIYAMOTO et al., 2018),
embora ndo tenhamos demonstrado a fonte dessas citocinas, elas sao
reconhecidamente produzidas em grandes quantidades por macrofagos. A hipétese
de que macréfagos podem ter sido ativados pela pTs e participar do evento
estudado encontra algum respaldo no artigo de Petricevich et al. (2008) que

demonstrou que essas ceélulas expostas a pTs apresentam rapidamente (20 a 30
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minutos) variagcbes morfolégicas e no influxo de calcio indicando que foram
estimuladas precocemente. Adicionalmente, Saidi et al (2018) demonstraram que
uma linhagem de macréfagos alveolares murinos produz RNAm para IL-13 apés 1
hora de exposicao a peconha de Androctonus australis hector.

Quando pré-tratamos os animais com L-NAME notamos que nos
ratos envenenados por pTs houve diminuicdo da hemorragia apenas nas vias
aéreas inferiores (bronquios internos e pulmdes), enquanto que naqueles
envenenados por pTb houve aumento da hemorragia apenas nas vias superiores
(traquéia e bronquios externos). Isso evidencia que, novamente a participacado do
NO é diferente nos distintos envenenamentos. De fato, € bem possivel que o
mecanismo hemorragico desencadeado pela pTb seja diferente, uma vez que nao
detectamos anteriormente IL-1p e IL-6 nos pulmdes de ratos envenenados pela pTh
(MIYAMOTO et al. 2018), demonstrando que, embora 0 envenenamento por
peconhas escorpidnicas distintas possa culminar em um evento comum (p. ex.
aumento da permeabilidade e hemorragia), as vias para que se alcancem esse
evento podem ser distintas e, portanto, sujeitas a diferentes modulacdes. Embora
plausivel, ndo podemos fazer o0 mesmo raciocinio sobre ativacdo de macrofagos
alveolares ou outro tipo celular pela pTh, uma vez que infelizmente, ndo existem
dados acerca disso na literatura. Por sua vez, a pTb contém mais metaloproteinases
do que a pTs, conforme descrito por Venancio et al (2013); essas enzimas sao
semelhantes as encontradas em serpentes que, sabidamente, participam dos danos
hemorragicos observados em acidentes ofidicos (ALVARENGA et al., 2012; DE
OLIVEIRA et al., 2015). E possivel levar em consideracdo que essa acdo anti-
hemorragica provocada pela administragdo prévia de L-NAME ocorra através do
aumento da adesado e agregacao plaquetaria. De fato, ja € conhecida a atividade
inibitéria do NO sobre estes eventos hemostéaticos (YAN et al., 1996; KUROSI et al.,
1993). Partindo do principio que o uso prévio de L-NAME possa ter provocado
diminuicdo sérica de NO nos animais, possivelmente pela inibicdo da eNOS, é
aceitavel considerar a hipotese de que os eventos de adesdo e agregacédo
plaguetaria possam ocorrer de maneira mais pronunciada em resposta as lesdes
hemorragicas causadas por proteases da peconha, o que explicaria a atenuacao da
hemorragia em resposta a pTs.

Como comentado anteriormente, a rapida presenca de NO no soro

de camundongos logo ap6s 1 ou 3 horas do envenenamento por peconhas
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escorpidnicas tem sido demonstrada com a pTs (PETRICEVICH; PENA, 2002) e
com peconha do Androctonus australis hector (RAOURAOUA-BOUKARI et al., 2012;
MEDJADBA et al., 2015; SAIDI et al.,, 2018), sendo que nesses ultimos artigos
também foi demonstrada sua producdo no parénquima pulmonar apos 3 horas de
envenenamento. No presente estudo, demonstramos que a pTs e a pTb induziram
producdo de NO nos pulmdes decorridas 4 horas do envenenamento. Como
esperado, essa producao foi diminuida com o pré-tratamento dos animais com o
inibidor nao seletivo de NOS, L-NAME.

Nos mesmos tempos em que medimos a producdo de NO nos
pulmdes (1 e 4 horas), também realizamos experimentos para detectar o edema das
vias respiratérias atravées do lavado bronco-alveolar. No tempo de 1 hora,
detectamos no lumen das vias respiratérias aumento na quantidade de proteinas
similar nos grupos envenenados, independentemente da peconha utilizada e do pré-
tratamento com L-NAME. O resultado de aumento de permeabilidade no lumen das
vias respiratdrias induzido pelo envenenamento com pTs estd em acordo com o
relatado por Matos et al. (1999). A auséncia de efeito do L-NAME esta em aparente
contradicdo com a exacerbacdo que esse farmaco provocou no aumento de
permeabilidade vascular detectado por azul de Evans 30 minutos apos a
administracdo da pTs; entretanto, deve ser lembrado que o azul de Evans foi
detectado diretamente nos tecidos selecionados, ou seja, no inicio do
envenenamento o acumulo de proteinas pode estar restrito ao intersticio. Com o
passar do tempo o aumento da permeabilidade passa a ocorrer ndo apenas nos
vasos sanguineos, mas também nas células epiteliais que compdem a barreira de
mucosa, e 0 edema ganha o espaco alveolar; sendo assim, detectamos proteinas no
lavado bronco-alveolar. Levando-se em conta esse raciocinio, no tempo de 1 hora o
L-NAME néo exerceu efeito sobre a permeabilidade epitelial da mucosa respiratoria.
N&o sabemos se no escorpionismo experimental as células epiteliais da mucosa
respiratoria sdo afetadas, mas foi demonstrado que células epiteliais brénquicas
humanas apés 1 hora de incubacdo com a pTs produzem citocinas inflamatorias,
evidenciando que a pTs exerce algum efeito sobre elas (RIGONI et al., 2016). O
perfil de bandeamento eletroforético dos lavados bronco-alveolares dos diferentes
grupos experimentais foi realizado com intuito de fornecer confirmacdo dos

resultados obtidos com a quantificacdo de proteinas ap0s o envenenamento.
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Em 4 horas apdés o envenenamento o0 edema no limen das vias
respiratorias foi exacerbado pelo L-NAME, independentemente da peconha utilizada.
A participacdo do NO no aumento da permeabilidade vascular nas vias respiratorias
€ controverso, parecendo estar na dependéncia do momento de atuacdo e da
guantidade de NO produzida, em geral elevadas quantidades produzidas pela
ativacdo da NOS induzida tendem a causar injdria, enquanto quantidades menores
via NOS constitutivas podem atenuar os sintomas. Esse ultimo caso parece se
aplicar ao nosso modelo, embora ndo saibamos qual NOS estd mais atuante na 42
hora. Erjefalt et al. (1994) demonstraram que a aplicacdo topica de L-NAME na
traquéia de porquinhos da india (e comentam que obtiveram 0s mesmos resultados
em ratos) produz exsudacdo de plasma para o limen, mas ndo observaram o
mesmo efeito quando o L-NAME foi administrado iv.

E possivel que a potencializacdo do aumento do extravasamento de
liquido e proteinas para o lumen induzido pelo L-NAME nos grupos envenenados
esteja ligado de alguma maneira ao numero de neutréfilos e macréfagos, uma vez
que nesse tempo o nimero dessas celulas também foi aumentado nos pulmdes pelo
L-NAME pré-administrado aos ratos envenenados. O envenenamento por pTs induz
aumento do numero de neutrofilos no pulmdo de camundongos (COELHO et al.,
2007; PERES et al., 2009; ZOCCAL et al., 2011) e ratos (MIYAMOTO et al., 2018)
em cerca de 4 horas ja havia sido documentado, mas desconhecemos resultados
acerca da participacdo do NO nessa migracdo. Apesar disso, a participacdo do NO
na migracdo de neutréfilos por outros estimulos é bem documentada, por exemplo,
conforme demonstrado por SECCO et al (2004), foi constatado aumento da
mobilizacdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal, em animais pré-tratados com
inibidores da NOS, apés 6 horas da administracdo de lipopolissacarideo de
Escherichia coli.

De fato, existem estudos tanto in vitro quanto in vivo demonstrando
que o uso de inibidores da NOS aumentam a adesdo e o rolamento neutrofilico,
favorecendo a diapedese dessas células para os tecidos, enquanto que o0 uso de
doadores de NO diminuem a adeséo leucocitaria em células endoteliais (KUBES et
al., 1991; SUNDQVIST et al., 1994; LOPES-NEBLINA et al., 1996; HICKEY et al.,
1997; KOSONEN et al., 1999). O mecanismo no qual o NO modula a mobilizacéo de
leucdcitos se da a partir da regulacdo da expressao de moléculas de adesédo, como
CD11b/CD18, L- P- E-selectinas, ICAM-I e VCAM-I nas células endoteliais. Essas
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moléculas estdo reguladas positivamente quando ha inibicdo da sintese de NO e
negativamente reguladas quando ha a administracdo de doadores de NO.
Adicionalmente, RIOS-SANTOS et al. (2007) demonstraram que a inibicdo da
sintese de NO promove aumento da expressdo de CXCR2, um receptor de
guimiocina envolvido na migracao de neutréfilos (LEFER et al., 1996; SPIECKER et
al., 1998; GAUTHIER et al., 1994; ARMSTEAD et al., 1997; SATO et al., 1999).

Em contraste a documentada migracdo de neutrofilos no
escorpionismo, a de macrofagos nao é clara. Nao existem estudos avaliando o efeito
da pTb nesse quesito, mas em relacdo a pTs foi demonstrado por Peres et al. (2009)
e Malaque et al. (2015) que macrofagos podem migrar precocemente, para 0S
pulmdes de camundongos (em 15 minutos a 3 horas) e ratos (1 hora)
respectivamente. Ainda que o tempo avaliado por nds tenha sido um pouco
diferente, nossos resultados ndo corroboram esses achados. Mas destacamos que o
estudo realizado em rato, no qual a peconha também foi administrada iv, o influxo de
macréfagos foi avaliado através da deteccgdo in situ de TLR-4 e de células positivas
para CD68. Embora o aumento encontrado na expressdo dessas moléculas possa
refletir migracdo de macrofagos, podemos hipotetizar que a pTs possa ter induzido a
expressdo dessas moléculas em macréfagos residentes.

Diferente dos resultados obtidos nos animais envenenados sem
tratamento, o uso do L-NAME antes do envenenamento promoveu aumento na
quantidade de macréfagos. Assim como discutido anteriormente para neutrofilos,
pode-se supor que 0 aumento na expressao de moléculas de adesdo na falta de NO
também tenha favorecido a migracdo de macréfagos. No entanto devemos observar
esse resultado com cautela, pois do mesmo modo que o resultado de Malaque et al.
(2015) pode ser atribuido ao aumento de expressdo das moléculas avaliadas, e
talvez ndo exatamente a migracdo, ndo temos como descartar que em nosso estudo
as peconhas tenham provocado aumento na producéo da NAG e nao da migragao
em si.

Sejam neutréfilos e/ou macréfagos, seu numero aumentado nos
pulmdes, assim como em outras doengas pulmonares, pode resultar em maior leséo.
Peconhas escorpidnicas podem ativar neutrofilos como demonstrado por Borges et
al. (2011) com a peconha de Tityus zulianus; além disso, D'Suze et al. (2007)
apresentaram resultados nos quais a inibicdo farmacolégica da ativacdo de

neutrofilos diminuiu a LPA desencadeada pela peconha de T. discrepans. Quanto
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aos macréfagos, sua ativagcdo por peconhas escorpibnicas é mais bem
documentada. Estudos in vitro demonstraram que tanto macrofagos de cultura
primaria como os de cultura permanente produzem TNF e IL-6 quando estimulados
com a peconha de T. serrulatus (PETRICEVICH, 2002; ZOCCAL et al., 2011). Foi
demonstrado por Zoccal et al. (2014) que a pTs ativa macréfagos através da acéo
sobre TLR4 e TLR2 culminando no disparo de vias que resultam na liberacéo
citocinas e metabolitos do &cido araquidénico. Ademais, como demonstrado em
camundongos por Zoccal et al. (2016), a pTs induz células residentes pulmonares a
produzirem IL-1 que via IL-1R tem grande importancia na permeabilidade vascular
e formacéo de edema. Dessa forma, o acumulo de neutrofilos no tecido pulmonar de
ratos envenenados poderia estar associado ao aumento da producao de substancias
lesivas, como espécies reativas de oxigénio, culminando em amplificagdo da injaria
pulmonar bem como em aumento da permeabilidade vascular e epitelial.

Finalmente, tendo o pré-tratamento com L-NAME culminado em
geral na piora dos parametros avaliados, nossos dados sugerem que o NO
desempenha papel protetor de destague na fisiopatologia da LPA em ratos

submetidos ao escorpionismo pecas peconhas de T. serrulatus e de T. bahiensis.
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Como esperado, o potencial edematogénico das peconhas de T.

serrulatus e T. bahiensis foi confirmado, além da producdo de NO nos pulmdes,

indicando a participacdo de células residentes na fisiopatologia do escorpionismo

corroborando com os dados clinicos e experimentais acerca desta.

A inibicdo da sintese da producédo do NO através do pré-tratamento

com L-NAME se relaciona diretamente com potencializacdo dos parametros

avaliados tipicos de lesdo pulmonar aguda, em especial edema e recrutamento de

leucdcitos. Nossos dados sugerem fortemente que o NO exerce um papel protetor

na fisiopatologia da LPA causada por pegconha escorpionica.
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