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RESUMO

Os escorpides do género Tityus sdo de grande importancia para a saude publica do
Brasil devido aos acidentes e a potencialidade de seu veneno em causar casos
clinicos graves e as vezes fatais principalmente em criancas. O veneno destes
aracnideos induz uma resposta inflamatoria, apresenta atividade antimicrobiana e,
além disso, mantém a sobrevida de animais com sepse induzida por ligadura e
perfuracdo cecal (CLP). Os objetivos deste estudo foram: avaliar a cinética de
ativacdo e migracdo celular, fazendo uma comparacdo entre 0s venenos de
T.serrulatus e T.bahiensis em animais naive (artigo 01); investigar o recrutamento
de células para os orgaos linféides, a ativacdo destas células e a producdo de
citocinas apos estimulacdo com o veneno de T. serrulatus em animais naive (artigo
02); e averiguar o efeito do veneno de escorpido Tityus serrulatus sobre o sistema
imunoldégico de animais nos quais foi induzida a infeccdo polimicrobiana por
ligadura e perfuracao cecal - CLP (artigo 03). Os animais receberam os venenos de
T. serrulatus ou T. bahiensis, via intraperitoneal e apés 30, 120 e 360 minutos
foram sacrificados para quantificacdo da celularidade nos 6rgaos linfoides (artigo
01). No artigo 02, os camundongos receberam apenas o veneno de T. serrulatus e
apos 30, 120 e 360 minutos, foram sacrificados para quantificacdo da celularidade
nos orgaos linfoides, investigacao da ativacdo celular e producéo de citocinas. No
artigo 03, os camundongos receberam veneno de T. serrulatus 6h antes da indugao
da sepse letal por CLP. ApGs 12h da inducdo de CLP, uma parte dos animais foi
separada para o acompanhamento da sobrevida e outra parte foi sacrificada, o
sangue foi coletado para a contagem de plaquetas e obtencdo de soro para
determinacao das concentracdes de nitrito sérico e quantificacdo de citocinas. Foi
feita a quantificacdo da celularidade dos 6rgéos linfoides e do lavado bronco-
alveolar por microscopia. O pulméo foi retirado para realizacdo dos cortes
histoldgicos para analisar o edema e o influxo de células para a cavidade pulmonar.
A ativacao celular também foi avaliada através da liberacdo de perdxido de
hidrogénio pelas células peritoneais. O tratamento foi feito sempre na dose néo
letal de 200 pg/kg, via intraperitoneal ou subcutanea. Os resultados demonstraram
gue os venenos (T. serrulatus e T. bahiensis) interferem no recrutamento de células
para os 6rgaos linfoides. O veneno de T. serrulatus induziu um aumento do nimero
de neutréfilos sanguineos e aumento de IL-6, TNF-a, IL-10, reduziu o niumero de
células no peritdnio e baco e promoveu um aumento do namero de células no
linfonodo. No experimento em que foi induzida CLP nos animais, o veneno impediu
a morte dos camundongos com infeccdo polimicrobiana, reduziu o edema
pulmonar, ndo reduziu citocinas inflamatérias. Houve um aumento de IL-6 e MCP-1
no lavado broncoalveolar. O aumento de IL-10 foi identificado no soro dos animais
tratados com veneno nos quais a CLP foi induzida. O veneno € uma ferramenta
biotecnolégica importante na manutencdo da sobrevida de quadros infecciosos
capazes de induzir ébito, pois estimula o sistema imunolégico, induzindo a ativacao
celular com liberagédo de citocinas e de produtos microbicidas como, por exemplo,
peréxido de hidrogénio. O veneno de escorpido € considerado uma importante
fonte de substancias que se constituem em matérias-primas ou prototipos para
sintese de novos farmacos ou bioprodutos profilatico de baixo custo para o controle
de infecgbes, atuando como antimicrobiano e ao mesmo tempo fazendo a
manutencao da resposta imunoldgica evitando a letalidade.

Palavras-chave: Imunologia, Veneno, Sepse, Inflamacéao.



ABSTRACT

The scorpions of the genus Tityus are really important to public health in Brazil due to
accidents and venom’s potentiality to cause serious clinical cases, and sometimes
fatal, especially in children. The poison of these arachnids induces an inflammatory
response, has antimicrobial activity and furthermore maintains the survival of animals
with induced by cecal ligation and puncture (CLP) sepsis. The purpose of this study
were: evaluate the kinetics of activation and cell migration by making a comparison
between venoms (T.serrulatus and T.bahiensis) in naive animals (Article 01);
investigate the recruitment of cells to the lymphoid organs, the activation of these cells
and cytokine production after stimulation with the venom of T. serrulatus in naive
animals (Article 02); and investigate the effect of T. serrulatus scorpion venom on the
immune system of animals which was induced polymicrobial infection cecal ligation
and puncture - CLP (Article 03). The animals received the poisons of T. serrulatus or
T. bahiensis, intraperitoneally and after 30, 120 and 360 minutes were sacrificed for
quantification of cellularity in lymphoid organs (Article 01). In Article 02, the mice
received only the venom of T. serrulatus and after 30, 120 and 360 minutes were
sacrificed for quantification of cellularity in lymphoid, investigation of cell activation and
cytokine production organs. In Article 03, the mice received venom of T. serrulatus 6h
before induction of lethal sepsis by CLP. After 12 hours of induction of CLP, a part of
animals was separated for monitoring survival and another part were sacrificed, blood
was collected for platelet count and obtain serum for determination of serum nitrite and
quantification of cytokines. Quantification of cellularity of lymphoid organs and
bronchoalveolar lavage was performed by microscopy. The lung was removed to
perform the histological sections to analyze the edema and the influx of cells into the
lung cavity. The activation was also assessed by the release of hydrogen peroxide by
peritoneal cells. The treatment was always done in non-lethal dose of 200 pg/kg,
intraperitoneal or subcutaneous injection. The results showed that the poisons
interfere with recruitment of cells to the lymphoid organs. The venom of T. serrulatus
led to an increased number of blood neutrophils and increased IL -6, TNF- a, IL-10
reduced the number of cells in the spleen and peritoneum associated with an increase
in the number of cells in the lymph node. In the experiment in which CLP was induced
in the animals, poison prevented death of mice with polymicrobial infection, reduced
pulmonary edema, did not reduce inflammatory cytokines. There was an increase in
IL-6 and MCP-1 in BAL. Increased IL-10 has been identified in the serum of treated
animals in which the poison was induced by CLP. The poison is an important
biotechnological tool in maintaining the survival of infectious conditions capable of
inducing death, because it stimulates the immune system, inducing cell activation with
release of cytokines and microbicidal products such as, for example, hydrogen
peroxide. The scorpion venom is considered an important source of substances that
constitute raw materials or templates for the synthesis of new drugs or prophylactic
bioproducts low cost for the control of infections, acting as antimicrobial and at the
same time maintaining the immune response avoiding lethality.

Keywords: Immunology, Poison, Sepsis, Inflammation.



OBJETIVOS DA TESE:

+ Comparar o efeito dos venenos de T. serrulatus e T. bahiensis quando
injetados em dose néo letal, via i.p em camundongos.

* Avaliar a cinética da migracdo e ativacado celular induzida pelos venenos das
duas espécies de escorpido.

* Avaliar as alteragbes causadas pelo veneno de T. serrulatus nos 6rgaos
linféides, no recrutamento e ativacéo de células.

* Investigar a liberacdo de citocinas em animais que receberam veneno de T.
serrulatus.

* Investigar o efeito da dose ndo letal do veneno de T. serrulatus em
camundongos submetidos a infec¢ao polimicrobiana por CLP.

* Investigar a sobrevida dos animais que receberam o veneno e nos quais foi
induzida a sepse.

* Quantificar a celularidade nos 6rgaos linféides dos animais que receberam o
veneno e nos quais foi induzida a sepse.

» Verificar se ocorre 0 edema pulmonar em animais sépticos tratados com
veneno de T. serrulatus.

» Caracterizar a ativacao celular de animais sépticos tratados com veneno.

* Averiguar a liberacdo de citocinas em animais tratados com veneno, nos quais
a sepse foi induzida.
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1. INTRODUCAO

Varias pesquisas de bioprospeccdo vém sendo estimuladas com o objetivo de
contribuir para a busca racional de bioprodutos, destacando substancias
biologicamente ativas de importancia para a industria farmacéutica. Estes estudos sao
fundamentais para a preservacao do bioma brasileiro tanto pelo valor intrinseco dessa
imensa riqueza biolégica como pelo seu enorme potencial como fonte de novos

farmacos (Barreiro e Bolzani, 2009).

O veneno de escorpido € um produto natural composto de varias toxinas com
diversas propriedades e ac¢les toxicologicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas.
Dentre as toxinas, a Ts1p-NaTx é uma das mais importantes, pois ela altera a
modulacdo dos canais de Na*, mantendo-os na posicdo ativada (Cestélle e Catterall,
2000); ativa macrofagos e estimula a liberacdo de interleucinas IL-1, IL-6 e TNF
(Petricevich, 2002; Petricevich et al., 2007); induz a liberacdo de catecolaminas e

aumenta a pressao arterial (Vasconcelos et al., 2005).

Das 1.600 espécies conhecidas no mundo, apenas 25 sao consideradas de
interesse em saude, fazem parte do filo Arthropoda, vivem em locais de clima tropical,
possuem exoesqueleto e sdo muito adaptados ao ambiente urbano, onde tém
alimentacdo farta e sem competicdo. No Brasil existem cerca de 160 espécies de
escorpides e as responsaveis pelos acidentes graves pertencem ao género Tityus,
gue tem como caracteristica, entre outras, a presenca de um espinho sob o ferrdo
(Bucherl, 1969).

Sao conhecidas sete familias de escorpido. A familia mais importante é a
Buthidade, devido ao numero de espécies e pelo veneno produzido por estes
aracnideos representada no Brasil pelo género Tityus (Soleglad e Fet, 2003).

As principais espécies capazes de causar acidentes graves sao: Tityus
serrulatus, Tityus bahiensis, Tityus stigmurus, Tityus obscurus / Tityus paraenses,

representados na figura O1.
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Figura 01: Espécies de escorpibes do género Tityus, comuns no Brasil. A) T.
serrulatus, ou escorpido amarelo, responsavel pela maioria dos acidentes graves; B)
T. bahiensis conhecido como escorpidao marrom; C) T. stigmurius, apresenta uma
faixa escura longitudinal na parte dorsal; D) T. paraensis, escorpido preto

caracteristico da regido Amazénica.

O Escorpido amarelo (T. serrulatus) é a espécie brasileira de maior importancia
médico cientifica. Possui pernas e cauda amarelo-claro e a porcao inferior do final da
cauda apresenta coloragcdo escura. Ainda, possui como caracteristica, a presenca de
uma serrilha no 3° e 4° segmento da cauda (figura 01 A). Mede até 07 cm de
comprimento. Esta espécie ocorre na Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo,
Goiéas, Minas Gerais, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Sdo
Paulo, Sergipe, Rio Grande do Sul e Parana.

O Escorpidao marrom (T. bahiensis) apresenta o tronco escuro, pernas e palpos
com manchas escuras e cauda marrom-avermelhada (figura 01 B). Ndo possui
serrilha na cauda, e o adulto mede cerca de 07 cm. Ocorre na Bahia, Espirito Santo,
Mato Grosso, Goias, Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro,

Paranda, Rio Grande do Sul e Santa Catarina.
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O Escorpido amarelo do Nordeste (T.stigmurus) mede de 06 a 07 cm, possui
pernas, tronco e cauda amarelo-claro. Assemelha-se ao T. serrulatus nos habitos e na
coloracdo, porém apresenta uma faixa escura longitudinal na parte dorsal do seu
mesossoma, seguido de uma mancha triangular no prossoma (figura 01 C). Outra
caracteristica € uma mancha escura na parte inferior do ultimo segmento da cauda e
uma serrilha no 3° e 4° anéis da cauda. E encontrado no Nordeste, Parana e Santa
Catarina.

O Escorpido da Amazonia possui coloragcdo preta, por vezes um pouco
avermelhada e pode chegar a 09 cm de comprimento. Quando jovem, 0 COrpo e 0S
apéndices sdo castanhos e apresentam manchas escuras. E considerada espécie
sindnima de Tityus paraensis (Lourenco e Leguin, 2008) (figura 01 D).

Dentre estes, descritos acima, o escorpido da espécie Tityus serrulatus é o
mais prevalente e envolvido em mais de 95% dos acidentes (Soares et al., 2002).

Estudos recentes relatam a eficacia dos produtos obtidos de vegetais e
animais, em relacdo ao prognoéstico do quadro de sepse letal induzida em
camundongos, diferente do que ocorre quando esses animais que sdo tratados com
farmacos (Yun et al.,2009; Wang et al., 2006).

Yun et al., (2009), descreveram que que Aloe vera mantém a sobrevida dos
animais nos quais foi induzida a sepse por CLP (ligadura e perfuracdo cecal). A
administracdo de Aloe vera, via intravenosa, na dose de 50 mg/kg, controlou o quadro
de sindrome de disfuncédo de multiplos 6rgaos, atenuou a producéo de citocinas, TNF
-a,IL-1B, e IL — 6. A administracédo in vivo de Aloe vera controlou a proliferacao
bacteriana. Os nossos sugeriram que a Aloe vera pode apresentar um potencial efeito

terapéutico para o tratamento clinico de sepse.

Wang et al., (2006) descreveram que o extrato de Angelica sinensis contém
componentes sollveis em agua que exercem efeitos protetores contra endotoxemia
letal (LPS, 15 mg/kg, via intraperitoneal em camundongos BALb/C) e sepse
experimental (CLP em camundongos BALb/C), em parte, atenuando o acumulo
sistémico da proteina de alta mobilidade box-1 (HMGB1) que € considerada uma

citocina de fase tardia, relacionada a diminuigdo da sobrevida.
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O laboratério de Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhdo vem
desenvolvendo diversos projetos utilizando produtos naturais nos modelos de sepse.

Dentre os resultados até agora alcancados, podem ser destacados:

1. “Eficacia do tratamento profilatico com extrato bruto hidroalcodlico de
Chenopodium ambrosioides e da fracdo hexanica na sepse induzida por ligadura e
perfuragdo cecal’. Neste trabalho, os animais da linhagem Swiss foram tratados 6h
antes da sepse letal, induzida por CLP. O extrato bruto induziu o aumento do nimero
total de células peritoneais quando comparado aos demais grupos, enquanto que o
grupo que recebeu a fracdo apresentou uma reducdo significante do numero de
células quando comparado ao grupo Controle. Os grupos extrato bruto e fracdo
apresentaram maior liberacdo de H,O, e NO quando comparados ao controle.
Apenas o grupo tratado com a fracdo apresentou reducdo no numero de UFCs
bacterianas no sangue. Este trabalho mostrou que o tratamento profilatico com C.
ambrosioides induziu uma resposta imunoldgica eficaz frente a infeccdo bacteriana
promovida pela CLP (Rios et al.,, 2012). Recentemente o uso de composi¢des
farmacéuticas a base do extrato de Chenopodium ambrosioides L. com potencial anti-

inflamatdrio originou uma patente (Nascimento et al., 2012).

2. “Atividade antimicrobiana do extrato aquoso do mesocarpo de babagu (Attalea
speciosa Mart.) em modelo experimental de sepse. Neste trabalho, os animais foram
tratados 6h ap6és a sepse letal, induzida por inoculacéo de cepa bacteriana (30 x 10°
UFC/mL de Staphylococcus aureus) na cavidade peritoneal. O extrato aquoso do
mesocarpo de babacu bruto manteve a sobrevida dos animais em relagcdo ao grupo
controle, alterou a celularidade nos 6rgaos linfoides, induziu a liberagcdo de O6xido
nitrico pelas células do periténio e reduziu o nimero de UFCs bacterianas no sangue.
O tratamento terapéutico com Attalea speciosa Mart. induziu uma resposta
imunologica eficaz frente a infeccdo bacteriana promovida pela sepse letal induzida

pela inoculagéo de S. aureus (Souza et al., 2011).

3. Artigo publicado em 2008 na Bio Med Central Complementary and Alternative
Medicine, intitulado “Syzygium jambolanum treatment improves survival in lethal

sepsis induced in mice”. A sepse letal (CLP) foi induzida em camundongos C57BL/6.
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Os animais foram tratados previamente (6h antes da CLP) com o extrato de Syzigium
jambolanum. O tratamento profilatico manteve a sobrevida dos camundongos, induziu
a migracao de neutrdfilos para foco infeccioso, promoveu o espraiamento de células,
a liberacéo de peréxido de hidrogénio, a reducao do nitrito sérico e induziu a reducao
da liberagdo de TNF. Apesar do aumento da migracdo e ativacdo de células
peritoneais estimuladas pelo extrato, o tratamento ndo diminuiu o numero de UFCs
bacterianas. O tratamento com S. jambolanum tem um potencial em controlar o
quadro infeccioso ndo associado a um efeito microbicida direto, mas sim a um
processo de recrutamento de neutréfilos ativados para o foco infeccioso e uma
resposta inflamatoria sistémica controlada (Maciel et al., 2008).

Em resultados prévios, o nosso grupo mostrou atividade antimicrobiana in vitro
do veneno de escorpido T. serrulatus, produto natural de origem animal, contra as
cepas bacterianas (ATCC’s), Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis

(Manuscrito em preparacao).

Os antibidticos sdo utilizados até hoje para o tratamento de pacientes com
sepse, porém estas drogas induzem alteracdes cardiovasculares, mas ndo atuam na
inflamacéo desencadeada pelos patdgenos, desequilibrando assim a homeostase do
organismo. Esses medicamentos causam efeitos colaterais graves e 0s
microrganismos se tornam resistentes a eles. Além disso, esses farmacos atuam
diretamente nas bactérias, promovendo a lise do microrganismo, a liberacdo de
toxinas e ndo sao capazes de induzir uma resposta imunoldgica sincronizada, ou seja,

em equilibrio.

Sabendo do potencial efeito dos produtos naturais, este trabalho propde a
avaliacdo de um bioproduto com eficacia sobre os sinais e/ou sintomas da sepse,
mantendo a sobrevida dos animais de uso experimental mesmo frente ao quadro de

infeccéo letal induzido pelo modelo de ligadura e perfuracdo cecal em camundongos.

Os resultados serdo apresentados em 03 capitulos dispostos em formato de
artigos cientificos. O primeiro capitulo trata do efeito dos venenos de escorpido sobre
o recrutamento de células para os 6rgaos linfoides. Os resultados deste estudo foram
publicados em 2011 na Revista de Ciéncias da Saude, com o titulo “Recrutamento

de células imunolégicas induzido pela administragdo do veneno de Tityus
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serrulatus e Tityus bahiensis”, um estudo comparativo entre os efeitos dos venenos
de duas espécies de Tityus. O segundo capitulo € um estudo que descreve o
recrutamento e a ativacao de celular, induzido por veneno de T. serrulatus, intitulado
“Immune cell recruitment and activation by Tityus serrulatus scorpion venom”.
Este artigo também descreve o potencial imunoestimulador do veneno de T.
serrulatus e seus efeitos sobre o influxo de neutréfilos na circulagéo, a liberacédo de
citocinas em varios intervalos. Foi publicado na revista Toxicon também em 2011. O
terceiro capitulo intitulado “Tityus serrulatus scorpion venom treatment improves
survival in lethal sepsis induced in mice” mostra o efeito do veneno de Tityus
serrulatus na sobrevida de animais com sepse a partir da infeccdo polimicrobiana,
induzida pelo modelo denominado CLP (ligadura e perfuracéo cecal). Este capitulo foi

submetido ao Journal of Leukocyte Biology.

Venenos de animais contém compostos biologicamente ativos que despertam
um consideravel interesse para a producdo de novos farmacos. Espera-se que
através dos estudos de bioprospeccdo, sejam utilizadas técnicas de purificacéao,
clonagem e expressao génica via microrganismos modificados para a producédo de
um peptideo recombinante do veneno de escorpido ou varios deles simultaneamente
contribuindo para a preservacdo da espécie deste aracnideo. Estas técnicas
contribuirdo para que através do veneno de T. serrulatus sejam originados novos
compostos quimico/farmacéuticos patentedveis, capazes de ativar células
imunologicas e ao mesmo tempo induzir a expressdo de citocinas regulatorias,

fundamentais para a manutencdo da homeostase nos quadros de sepse letal.
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2. REFERENCIAL TEORICO:

2.1. VENENO:

Os venenos de animais tém sido amplamente reconhecidos como uma das
principais fontes de moléculas bioativas (Omar, 2013). Theakston e Kamiguti, 2002
listaram mais de 2500 toxinas de animais e outros produtos naturais que
demonstraram atividade biologica. Este nUmero tende a aumentar, uma vez que, 0
namero de moléculas pode chegar de 50 a 300 em cada veneno embora muitas delas
ainda sejam desconhecidas (Stocklin et al., 2000; Pimenta et al., 2001; Pimenta et al.,
2005; Nawarak et al., 2003). Essa rigueza de constituintes pode ser util para a
biotecnologia na prospec¢do de novos farmacos ou novos constituintes quimicos a
serem usados como terapéuticos.

A classificacdo das toxinas pode ser feita através da funcdo de sua natureza
quimica (proteinas, glicoproteinas, peptideos, alcaloides, poliaminas), seus efeitos
farmacolégicos ou biolégicos (neurotoxinas, peptideos vasoativos, hemolitico,
citolitico, antitumoral, analgésico, antimicrobiano), seus efeitos moleculares (ligantes
de canais ibnicos, inibidores enzimaticos) e finalmente com base no seu sitio de
ligacdo sub-molecular - a e B toxinas para o veneno que se liga nos sitios 3 e 4 dos
canais de sodio (Pimenta e De Lima, 2005). As a-toxinas ligam-se aos canais idnicos
retardando sua inativacdo e prolongando a fase de repolarizacdo do potencial de
agao. As B-toxinas sdo neurotoxinas que agem mudando a dependéncia de voltagem
da ativacdo dos canais de sodio para um potencial mais negativo (Cestéle e Catterall
et al., 2006; Campos et al., 2007).

Desde o desenvolvimento do anti-hipertensivo que possui como principio ativo
um peptideo isolado do veneno da Bothrops jararaca (Captopril®), outros
medicamentos derivados de peptideos de venenos de animais ja foram liberados para
comercializacdo. Na tabela 1 encontram-se listados os primeiros farmacos produzidos
a partir de peptideos de animais venenosos.

Venenos e toxinas de artropodes constituem ricas fontes de moléculas com um
elevado potencial biotecnolégico e terapéutico, uma vez que muitos deles tém
receptores, membranas e enzimas como alvos moleculares primarios. A utilizagdo de
abordagens protedmicas e espectrometria de massa deu uma nova dimensao a

toxinologia, possibilitando a descoberta de novos peptideos bioativos negligenciados
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por causa de sua baixa toxicidade ou por causa da falta de detecgéo e caracterizacao
de suas atividades bioldgicas. Apenas recentemente, tem sido dada atencédo
relacionada ao potencial biotecnolégico destes peptideos e isto se deve ao aumento
de pesquisas relacionadas a prospeccdo e caracterizacdo destas moléculas e o
reconhecimento da industria farmacéutica de que os venenos de animais sdo uma

fonte valiosa de novos farmacos (Pimenta e Lima, 2005).

Tabela 01. Medicamentos desenvolvidos a partir de venenos de animais.

Serpente Caramujo Lagarto
_ Serpente . . _
Animal ) Sistrurus miliarius marinho Holoderma
Bothrops jararaca _
barbouri Conus magus suspectum
Farmaco Captopril® Integrilin™ Prialt® Byetta®
. Bloqueia os
Inibidor da . _
_ _ Inibidor de canais de _
Mecanismo enzima _ ] o Antagonista do
. glicoproteinas célcio
de acdo conversora de . glucagon
. . plaquetérias dependente
angiotensina
de voltagem
. _ Doencas . Diabetes
Indicacéo Hipertenséo . Dor cronica . .
coronarianas melitus tipo 2

Fonte: Pimenta e Lima, 2005.

2.1.1 Veneno de escorpiéo:

O veneno do escorpido € constituido de mucopolissacarideos, hialuronidase,
fosfolipase, serotonina, histamina, peptideos e proteinas neurotdxicas que Sao
responsaveis por sintomas caracteristicos. Lira-da-Silva et al., 2000 descreveram as
principais manifestacdes clinicas em pacientes picados por escorpido T. stigmurius. A
maioria dos pacientes apresentaram como distlrbio local, dor e dorméncia; disturbio
geral, a cefaléia e sudorese; distarbios digestivos, vomito e nausea; distlrbios
neuroldgicos: tremor, agitacdo e dificuldade de locomocao; disturbios
cardiovasculares: hipotenséao; disturbios respiratérios: dispnéia. Devido a presenca de

proteinas com atividade hialuronidasica, o veneno se difunde rapidamente ao local de
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inoculacdo para o sangue e atinge diferentes tecidos em curto intervalo de tempo.
(Santana et al. 1996).

Os acidentes ocasionados por picada de escorpido podem levar ao
envenenamento letal em humanos, especialmente em criancas. Os sintomas
comecgam dentro de poucos minutos apos a picada progredindo para uma severidade
méaxima dentro de cinco horas. Manifestacdes cardio-respiratérias, choque
cardiogénico e, principalmente, edema pulmonar, sdo as principais causas de morte
apos o acidente escorpidnico.

Peres et al., (2009) descreveram o efeito da injecao intramuscular de veneno
do escorpido T. serrulatus em relacdo a inflamacdo pulmonar. O veneno induziu o
aumento da elastancia, reducdo da pressao resistiva, aumento da inflamacao
pulmonar caracterizado pelo aumento da densidade de células mononucleares e
polimorfonucleares o que culminou em leséo pulmonar aguda.

O edema pulmonar tem sido atribuido a faléncia ventricular esquerda aguda. A
insuficiéncia cardiaca pode resultar de liberagdo macica de catecolaminas, dano
miocardico induzido pelo veneno ou isquemia do miocardio. Os fatores geralmente
associados com o diagnostico de edema pulmonar foram: idade jovem, taquipnéia,
agitacdo, suores, ou na presenca de concentracdes elevadas de proteina no plasma
(Bahloul et al, 2013). A patogénese do edema pulmonar induzido pelo veneno
escorpidnico € muito complexa sendo decorrente dos mecanismos cardiogénicos e
nao cardiogénicos. Amaral et al., 1993 descreveram que dentre os fatores
cardiogénicos incluem-se hipertensdo arterial, aumento do retorno venoso e
insuficiéncia do miocardio, descritos na figura 02. Os mecanismos ndo cardiogénicos
sdo consequéncia da liberacdo de substancias vasoativas que podem levar ao

aumento da permeabilidade vascular (De Matos et al., 1997).
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Figura 02: Mecanismo de disfuncéo cardiaca, causada pelo veneno de escorpiéo.

Escorpido
Envenenamento

Liberacdo de Efeito direto no Isquemia do
catecolaminas miocardio miocardio

Disfuncdo cardiaca )

Edema pulmonar

Fonte: Bahloul et al., 2013

Durante respostas locais e sistémicas induzidas pelo veneno de escorpido séo
observadas a liberacdo de citocinas e metabdlitos do acido araquidénico, proteinas da
cascata de coagulacdo e do sistema complemento. Os mediadores envolvidos no
envenenamento por veneno por T. serrulatus séo: IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, NO, TNF-q,
IL-1a, IL-18, IFN-y e GM-CSF. Além disso, o0 envenenamento pode levar a lesao
tecidual, que ocorre durante a inflamacéo, a disfuncdo mdultipla de érgdos e choque
vascular. A figura 03 representa os acontecimentos mediante ao contato com o
veneno bruto ou com peptideo isolado, citando as principais consequéncias como
dano tecidual e disfuncdo dos 6rgaos associado a progressiva liberacéo de citocinas,
culminando em choque.
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Figura 03: Efeito do envenenamento na produgao de citocinas e na progressao dos

sinais culminando ao choque.

Injiria gastrica

Nivel de citocinas

Fonte: Petricevich, 2010

O veneno de escorpidao € uma rica fonte de diferentes classes de peptideos
representando ferramentas para pesquisas biologicas (Cusinato et al., 2010) e
diferentes estudos vém caracterizando a a¢éo biologica do veneno de escorpido. Os
mesmos serdo discutidos a sequir:

Segundo Petricvich, 2002, macréfagos estimulados in vitro pelo veneno de T.
serrulatus e IFN-8, tornam-se ativados, liberando peréxido de hidrogénio e 6xido

nitrico.
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A fracdo do veneno de T. serrulatus (T1 — TyTx), inoculada em ratos Wistar, na
dose 250 mg/kg, via intravenosa, ativa a reposta inflamatoria, aumentando do nimero
de neutrofilos sanguineos (Borges et al. 2000).

Zoccal et al.,, 2011 descreveram o potencial do veneno de escorpiao T.
serrulatus e suas fracdes (Tsl, Ts2 e Ts6) em induzir a ativacdo de macrofago e a
producédo de mediadores imunoldgicos.

Zuliani et al., 2013 demonstraram que o veneno de Tityus serrulatus provoca
edema nas vias aéreas de ratos Wistar, independente da ativacdo do mastocito.

Fialho et al., 2011 demonstraram que os venenos de Tityus serrulatus e Tityus
bahiensis interferem no recrutamento de células dos érgéo linféides em curto tempo
e, além disso, descreveram que o veneno de T. serrulatus induz inflamacéo local,
aumento de neutréfilos sanguineos e aumento na producao de citocinas séricas (TNF-
a, IL-6 e IL-10).

Petricevich et al., 2007 inocularam via intraperitoneal 50 pg/camundongo, via
intraperitoneal, de Tsl (toxina gama) e observaram que 0S animais apresentaram
sinais clinicos de intoxicacdo como salivacdo, tremor e diarréia. Macréfagos
peritoneais de camundongos foram estimulados in vitro com o0s constituintes
fracionados do veneno de T. serrulatus (Tsl), 50 pg/poco, sendo possivel
acompanhar a cinética de produgcdo das citocinas IL1 a e B, IL-6, TNF-a (nas
primeiras horas- 12 a 24h) e IL-10 (a partir de 72h com pico na 120h).

O veneno de T. serrulatus e a toxina purificada TsTx-1, induziram congestéo
hepéatica com hemodlise, degeneracdo hidropica, edema pulmonar, hipertrofia das
fibras com degeneracédo cardiovascular, congestdo e hemorragia renal. Além disso, é
comum a leucocitose com aumento de citocinas séricas (IL-1, IL-6, TNF) e
catecolaminas (Becerril et al., 1997; Correa et al., 1997; Pessini et al., 2003).

O peptideo bactridina, isolado do veneno de Tityus discrepans apresentou
efeito bactericida sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas devido a varios
mecanismos, dentre eles a alteracdo da permeabilidade de canal de sdédio
comprometendo o0 balango eletrolitico da membrana e do citosol destes
microrganismos (Diaz et al. 2009).

Um peptideo isolado do escorpido mexicano Hadrurus aztecus, demonstrou

efeito antimicrobiano contra as cepas bacterianas Salmonella thyphi, Klebsiella
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pneumoniae, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia

coli e Serratia marcescens (Torres-Larios, 2000).

2.2. SEPSE E IMUNOPATOLOGIA:

A Sindrome séptica € uma das principais causas de oObito em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI). A patogénese da sepse inclui inGmeros distdrbios no sistema
imunoldgico. O processo inicia-se com a presenca do microrganismo em um tecido
especifico, podendo se disseminar para a circulagdo sanguinea. Incialmente ocorre
uma resposta inflamatoria local a qual evolui para a Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SIRS), onde a presenca do patdégeno na circulacdo nédo é
identificada, mas sim sinais como leucocitose ou leucopenia (>12 x10°%/L ou <4x10%/L),
febre ou hipotermia (>38,3°C ou <36°C), alteracdao da frequéncia cardiaca (< 90
batimentos/min) e frequéncia respiratéria (= 20 incursdes/min), presenca da formacéao
de coagulos (coagulacdo intravascular disseminada). O microrganismo pode se
proliferar e migrar para a circulacdo sanguinea promovendo o quadro de sepse, que
se caracteriza por dois ou mais sinais da SIRS associados a presenca de
microrganismo e/ou seus produtos no sangue. O quadro 02 lista os principais critérios
diagndsticos para a sepse, detalhando a progressédo do quadro, desde a SIRS até o
choque séptico, que se caracteriza por sepse severa associada a hipotenséo,
hipoperfuséo, oliguria, faléncia mdltipla dos 6rgdos, culminando no o6bito (Martin,
2012).

Quadro 01: Critérios diagndsticos para a sepse.

SIRS Febre ou hipotermia (>38,3°C ou <36°C)

Frequéncia cardiaca (>90 batimentos/min)
Frequéncia respiratoria (>20/min)

Leucocitose ou leucopenia (>12 x10%L ou < 4x10%/L)
Coagulagéointravascular disseminada

SEPSE Resposta Sistémica a Infecgdo (2 ou mais sintomas da SIRS + evidéncia de infecgéo)

SEPSE SEVERA Sepse associada com disfungédo de érgdos ou hipoperfuséo ou hipotenséo ou oliguria

CHOQUE SEPTICO | Sepse associadacom hipoperfuséo, hipotenséo, oliguria.

Fonte: Riedemann et al, 2003; Martin, 2012; King et al, 2014.
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Sao varios os relatos de produtos naturais com potencial profilatico e/ou
terapéutico no tratamento de infeccbes. De fato, Maciel et al. (2008) demonstraram
que um produto natural, extrato bruto hidroalcéolico (EBH) obtido das folhas de
Syzygium jambolanum, manteve a sobrevida dos animais nos quais a sepse foi
induzida por CLP (ligadura e perfuracao cecal). O mesmo resultado n&o foi observado
guando os animais eram tratados ou ndo com antibiotico. O EBH de S. jambolanum
induziu a liberacdo de peroxido de hidrogénio, porém diminuiu 0s niveis séricos de
oxido nitrico e fator de necrose tumoral quando comparados ao grupo Controle. Da
mesma forma, uma espécie vegetal utilizada na medicina chinesa tradicional, Liu-
Shen-Wan, reduziu a mortalidade por sepse decorrente de CLP (ligadura e perfuracéo
cecal) em camundongos (Ma et al.,, 2006). Estes efeitos foram relacionados a
limitacdo da resposta inflamatéria sistémica e a alteracfes imunoldgicas no sitio
infeccioso primario.

Borges et al. (2006) descreveram a atividade contra a leishmania em
experimento in vitro quando incubada em concentragbes variadas de veneno de
Tityus discrepans. Segundo Petricvich, 2002, macrofagos estimulados in vitro pelo
veneno de T. serrulatus e IFN-y, apresentaram-se ativados, liberando perdxido de
hidrogénio e éxido nitrico. Segundo Borges et al., 2000, o veneno desse aracnideo
induz uma reposta inflamatéria, apresentando um aumento do nimero de neutréfilos

sanguineos apods a injecdo da fracdo do veneno de T. serrulatus.

Estima-se que 40% dos medicamentos comercializados sdo desenvolvidos de
fontes naturais (Simdes et al., 2003). Aproximadamente 60% das drogas antitumorais,
antiparasitarias, antibacterianas e antivirais comercializadas ou na fase dos testes
clinicos sdo de origem natural (Shu, 1998). Diante do potencial do veneno descrito e
da real necessidade em encontrar um farmaco ou bioproduto capaz de eliminar ou
inibir a atividade de microrganismos potencialmente causadores de infeccdo e ao
mesmo tempo atuar sobre o sistema imunolégico, existe a necessidade de
continuacao dos estudos para a avaliacdo do efeito do veneno de escorpido, aléem de
validar a eficacia dos peptideos deste produto em modelos de infecgdo polimicrobiana
in vitro e in vivo, como por exemplo, nos modelos de sepse em camundongos.

A sepse € definida como uma resposta inflamatoria sistémica complexa,

decorrente de uma infeccdo nao controlada. O desenvolvimento e a progressdo da
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sepse sdo multifatoriais, afetando os sistemas cardiovascular, endocrino e
imunologico. Devido a essa complexidade o estudo clinico e a terapéutica sdo sempre
mais dificeis (Martin, 2012).

A falta de medicamentos mais eficazes faz com que a sepse continue sendo
um grande desafio tanto para cientistas quanto para clinicos. Assim, a sepse severa e
o choque séptico sdo as causas principais de morbidade e mortalidade pacientes

hospitalizados e em individuos imunossuprimidos (McPherson et al, 2013).

Em 2000, a sindrome séptica era responsavel por mais mortes que o infarto
agudo do miocardio, sendo entdo classificada como a décima principal causa de
morte (Kenneth et al., 2004). Os quadros que normalmente evoluem para 6bito sdo os
de pneumonia severa e infeccdo intra-abdominal, tal como peritonite e bacteremia
induzida por dispositivos cirdrgicos (Eggimann e Pittet 2001; Vincent et al., 2006).
Jawad et al. (2012) realizaram um estudo de revisdo de literatura relatando a sepse
como um problema de saude significativo, mesmo em paises desenvolvidos,
acometendo cerca de 20-30 milhdes de pacientes mundialmente por ano.
Mundialmente, a cada hora, cerca de 1.000 pessoas e, a cada dia, por volta de 24 mil
pessoas morrem de sepse, com mais de 08 milhées de vidas perdidas anualmente.
Apesar de todas estas informacdes, a sepse é uma das doencas menos conhecidas.
No mundo em desenvolvimento, a sepse é responsavel por 60-80% de vidas perdidas
na infancia, com mais de 06 milh6es de recém-nascidos e criancas afetadas pela
sepse anualmente. Além disso, é responsavel por mais de 100 mil casos de sepse
materna a cada ano e, em alguns paises, atualmente é uma ameaca maior durante a

gravidez do que as hemorragias ou tromboembolismo (Reinhart et al., 2013).

Segundo o Instituto Latino Americano de Sepse (2013), no Brasil, a mortalidade
€ alta chegando a 65%, enquanto que a média mundial estd em torno de 30 a 40%.

Estudos sobre os tipos de microrganismos causadores da sepse tém evoluido
ao longo dos anos. Originalmente, a sepse foi descrita como uma patologia
relacionada as bactérias Gram-negativas, isto porque a sepse era considerada uma
resposta a endotoxina. Entretanto, pesquisas epidemiolégicas mais recentes

divulgaram que nos ultimos 25 anos, as bactérias Gram-positivas tém sido a causa
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mais comum da sepse. Atualmente é descrito na literatura que a sepse é causada por

qualquer tipo de antigeno bacteriano, fungico ou viral (Martin, 2012).

A resposta imune inata ocorre inicialmente via receptores de reconhecimento
padrdao (PRRs). Estes receptores se ligam aos componentes antigénicos dos
patogenos, padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPSs). Além disso, os
receptores PRRs podem sinalizar a presenca de algum estimulo nocivo devido a sua
habilidade para reconhecer mediadores enddgenos durante a injuria, tal como trauma,

isquemia ou necrose.

As respostas inflamatoérias séo iniciadas pela interacdo entre PAMPs e PRRs
expresso por ceélulas imunes do hospedeiro. A inflamacédo exacerbada com dano
tecidual e morte celular por necrose resultard na liberacdo de padrées moleculares
associados ao dano tecidual (DAMPS) que podem perpetuar a inflamac&o em curso. A
resposta pro-inflamatorias é aumentada por ativacdo de leucdcitos, ativacdo do
sistema complemento e da cascata de coagulacdo. A resposta imune anti-
inflamatoria, por sua vez, depende da regulacdo da liberacdo de mediadores, da
regulacdo neuroenddcrina e inibicdo da transcricdo de genes pré — inflamatdrios

(figura 04).
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Figura 04: Resposta imune do hospedeiro a sepse caracterizada pelos padrdes de

resposta proé e anti-inflamatorios.
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Fonte: Wiersinga et al., 2013

Os receptores do tipo Toll (TLRs), sdo considerados fundamentais no
reconhecimento de PAMPs. Estes receptores participam de reacfes inflamatorias
através da ativacdo de vias de sinalizacdo mediada pelas proteinas adaptadoras do
tipo fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88) e Toll / receptor de IL-1. O fator de
transcricdo nuclear e proteina ativadora 1 (AP-1) sdo ativados resultando na
transcricdo de genes inflamatoérios. TLRs também reconhecem moléculas endégenas
denominadas padrdo moleculares associado ao dano (DAMPSs), que sao liberadas
durante estresse e lesdo celular. Este reconhecimento é crucial nas respostas
inflamatorias do tipo estéril ndo infecciosa, caracteristica de processos como trauma e

isquemia. A tabela 02 descreve os tipos de Toll que se ligam aos PAMPs e DAMPs.
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Tabela 02: Padrdes moleculares associados a patdégenos, padrdo moleculares

associado ao perigo e seu reconhecimento por receptores Toll-like (TLR)

Espécies TLR
PAMPs em bactéria
Lipopolissacarideo Bactéria Gram negativa TLR 4
Acido lipoteicdico Bactéria Gram positiva TLR 2
Peptidoglicano Maioria das bactérias TLR 2

Triacil lipopeptideos

Maioria das bactérias

TLR1ouTLR 2

Diacil lipopeptideos

Mycoplasma spp.

TLR2o0uTLR 6

Porinas Neisseria TLR 2
Flagelina Bactérias flageladas TLR 5
CpG DNA Todas as bactérias TLR 9
Desconhecido Bactérias Uropatogénicas TLR 11

PAMPs em fungo

Zymozan Saccharomyces cerevisiae TLR2o0uTLR 6
Fosfolipomanana Candida albicans TLR 2

Manana Candida albicans TLR 4
Residuos de manose O-ligado Candida albicans TLR 4
B-glucana Candida albicans TLR 2

DAMPs

Proteinas de choque térmico Hospedeiro TLR 4
Fibrinogénio, fibronectina Hospedeiro TLR 4

Acido hialurénico Hospedeiro TLR 4

HMGB 1 Hospedeiro TLR4,TLR 2

Fonte: Van der Poll e Opal, 2008
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A tabela 02 especifica alguns tipos de Toll que interagem com os PAMPs de bactéria
ou fungo, produzindo assim uma resposta imunolégica com a participacédo do fator de
transcricdo nuclear NF-kB, promovendo a liberacdo de citocinas e quimiocinas (figura
05).

Figura 05: Inicio da resposta imunoldgica apds a infec¢do. As células imunolégicas
reconhecem o patdégeno através dos receptores do tipo Toll (TLR). Ocorre a ligacdo
do PAMP (peptidoglicano, LPS e flagelina) ao TLR iniciando a cascata de transducao

culminando na ativacdo do NF-Kb.

Peptidoglicano ~ LPS Flagelina

PAMPs ?

I 7

Citocinas, Quimiocinas

Nucleo

Fonte: Schulte et al., 2013

Os modelos animais séo utilizados para reproduzir o que ocorre em humanos,
para o desenvolvimento de testes preliminares, na tentativa de se desenvolver
medicamento e alvos (Buras et al.,, 2005). Os modelos experimentais de sepse
conhecidos sdo: administragcdo endovenosa ou intraperitoneal de bactérias vivas ou
de componentes microbianos e os modelos de injuria com consecutiva liberacdo da
microbiota intestinal (ligadura e perfuragéo cecal — CLP ou introducao de cateter no
colon ascendente).

O modelo utilizado neste trabalho foi o de CLP (Figura 06), por ser um modelo

sepse que mais se assemelha a sepse humana decorrente de perfuracdes das alcas
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intestinais, colite ou peritonite pos-operatéria. Nesse modelo, apés a perfuragdo da
parede intestinal (agulha calibre 18 G), ocorre a liberagcédo gradativa do conteudo cecal
para a cavidade peritoneal, ocasionando peritonite, a qual pode evoluir para um
quadro de sepse e choque séptico. Apesar de ter sido desenvolvido ha trinta anos, o
modelo de CLP em roedores tem sido amplamente utilizado como modelo
experimental, sendo considerado padrao ouro de sepse, pois € um modelo realista de
infeccdo polimicrobiana em configuracées experimentais para estudar mecanismos
subjacentes da sepse. O ceco é uma fonte enddégena de microrganismos e a
perfuracdo do mesmo resulta em peritonite, seguida de translocagdo desses
microrganismos para a circulacdo sanguinea. Quando o modelo CLP é usado em
roedores, 0s sinais clinicos se apresentam nos animais da mesma forma que em
humanos ocasionando taquicardia, hipotermia e taquipnéia (Wichterman et al., 1980;
Benjamim, 2001; Buras et al., 2005; Rittirsch et al., 2007).

Figura 06: Esquema do modelo experimental de sepse induzida por ligadura e

perfuracéo cecal (CLP) em camundongo.

Valvula ileocecal

Ceco » b

Ligac&o cecal Perfuracéo cecal

Fonte: Buras et al., 2005.

A resposta inflamatoria sistémica tem sido reconhecida como fator proeminente
na mortalidade induzida pela sepse (Calandra e Cohen, 2005). As manifestacfes
clinicas da sepse, tais como febre, hipercoagulacdo e hipotensdo periférica sdo
derivadas da liberacdo de mediadores inflamatorios e citocinas tais como IL-13, IL-6,
IL-17, TGF-B, IL-4, IL-10, IL-13 IL-8, IL-10, fator de necrose tumoral a (TNF-a) e
proteina quimioatatica de mondcito (MCP-1). As func¢des de algumas citocinas mais
importantes durante a sepse estdo descritas na tabela 03. (Lvovschi et al.,, 2011,
Burkovskiy et al., 2013).
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Tabela 03: Citocinas pro / anti-inflamatorias e suas fun¢des na sepse.

Citocinas inflamatodrias

Funcao na sepse

TNF - a

IL1-B

IL-6

IL-17/I1L-17A

Promove inflamacdo, induz a expressao de
moléculas de adesdo endoteliais. Atua
sinergicamente com IL-1 para promovendo a
inflamacao inicial.

Potente indutor de moléculas de adesdo
endotelial para o recrutamento celular. Envolvida
na sinalizacdo, podendo ativar a liberagcdao de NO
pelas células endoteliais e pelas células da
musculatura lisa.

Importante mediador de febre e respostas
imunes da fase aguda, envolvido na
diferenciacdo do linfdcito T helper (TH17).

Estdo envolvidos na produgdo de complexos
fatores teciduais funcionais.

Envolvidas no recrutamento de mondcitos e
macréfagos para o local da inflamagdo, também
liberado por células natural killer. Pode ter
propriedade quimiotatica devido a regulagdo
positiva de fator estimulador de col6nia de
granuldcitos e CXC quimiocinas.

Citocinas antiinflamatadrias

TGF-B

IL-4

IL-10

IL-13

Modula a atividade de outras citocinas através
do efeito potencializador ou antagonista. Diminui
a proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T e B.

Ndo é liberada de forma sistémica durante a
sepse na circulagdo. Suprime a atividade de
macrofago e tem efeito imunossupressor

Envolvida na modulacdo da resposta proé-
inflamatdria, para mover o sistema imune da
resposta mediada por célula para resposta imune
humoral. Inibe a resposta imune inata. Pode
indiretamente bloquear a atividade de citocinas
pro-inflamatarias.

Afeta a expressdo de receptores em
macréfagos/mondcitos. Reduz a expressdo de
receptor CD14 e de citocinas pré-inflamatérias,
tais como TNF-a e IL-1 em mondcitos.

Fonte: Burkovskiy et al., 2013
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A evolugdo da sepse resulta em faléncia de mdultiplos 6rgédos, coagulacao

intravascular disseminada, sindrome da angustia respiratoria aguda e ocasionalmente
morte (Riedmann et al., 2003). Além disso, existem evidéncias de que a sepse
prejudica o funcionamento do sistema imune, interferindo na resposta imune inata e
proporcionando apoptose dos linfocitos (Hotchkiss e Karl, 2003).
Durante a ocorréncia da faléncia de multiplos 6érgaos, ocorre ativacdo da resposta
imune inata, caracterizanda pelos elevados niveis séricos de fator de necrose
turmoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator ativador de
plaguetas (PAF), mas também periodos de imunossupressao associados ao estado
hipodindmico (Nguyen et al., 2006).

A faléncia de multiplos 6rgdos € multifatorial. A hipoperfusdo e hipdxia séo
fatores dominantes. O lipopolissacarideo e outros componentes bacterianos ativam
simultaneamente diversos mecanismos contribuindo assim, para a patofisiologia da
sindrome da angustia respiratéria aguda do adulto (ARDS) e choque séptico. A
combinacdo da contratilidade da muscular lisa bronquica e instabilidade vascular
culminardo em hipoperfusado tecidual, oxigenacdo inadequada e faléncia multipla dos
orgaos (Cohen, 2002), conforme descrito na figura 07. Durante o processo infeccioso,
o numero de neutrofilos aumenta préximo as vénulas pés-capilares, eles atravessam
a barreira endotelial por diapedese e atingem sitio primario de infec¢do. Dessa forma,
sdo capazes de ampliar a resposta inflamatéria, eliminando os microrganismos pela
liberacdo de agentes bactericidas, tais como espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Além disso, os neutréfilos liberam citocinas e quimiocinas as quais
aumentam o recrutamento e ativacdo destas e de outras células imunes (Yamashiro
et al., 2001). O recrutamento de neutréfilos para o foco infeccioso € extremamente
importante para o controle local do crescimento e disseminagédo de microrganismos
(Alves-Filho et al., 2005).
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Figura 07: Patogenia do choque séptico.
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A erradicacéo de microrganismos pelos neutrofilos e macrofagos depende em
grande parte da sua capacidade fagocitica (Segal, 2005) e posterior geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) durante o “burst” respiratério. As ERO’s sao
produzidas no interior do fagossomo por uma série de reacbes iniciadas pela
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)-oxidase, que produz formas
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ativas de oxigénio incluindo os radicais anion superoxido e peréxido de hidrogénio,
fundamentais na eliminacédo de microrganismos fagocitados — figura 08 (Kobayashi e
Deleo, 2009; Miller e Cho, 2011).

Figura 08: Fagocitose e atividade microbicida realizada por neutrofilo.

Fonte: Kobayashi e DelLeo, 2009

O neutrdfilo pode eliminar o microrganismo pelo meio intra e extracelular. Apés
0 envolvimento do patégeno no fagossomo, o neutrofilo mata o microrganismo através
da liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONs) dependentes de
NADPH e proteinas antibacterianas como a catepsina, defensina, lactoferrina e
lisozima no interior do fagossoma e/ou no meio extracelular. Neutréfilos altamente
ativados podem eliminar microrganismos extracelulares por liberagédo de “armadilhas
extracelulares” que séo proteinas granulares e cromatina que juntos formam as fibras
extracelulares que se ligam a patdgenos, degradando fatores de viruléncia eliminando
os microrganismos. Armadilhas extracelulares neutrofilicas (NET’s), imobilizam os
patégenos, impedindo sua propagacdo e facilitando a fagocitose (Kolaczkowska e
Kubes, 2013).
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O comprometimento da migracdo de neutréfilos para o sitio inflamatorio é
observada na sepse letal induzida por endotoxemia, como por exemplo, pela
inoculacao de Staphylococcus aureus (Crosara-Alberto et al., 2002) e por ligadura e
perfuracdo cecal - CLP letal (Benjamim et al., 2000). Esse fenbmeno resulta no
aumento do numero de bactérias na cavidade peritoneal e no sangue, fato que esta

associado a elevada taxa de mortalidade. Por outro lado, na sepse sub-letal, a

D

infeccdo bacteriana € restrita a cavidade peritoneal, a migracdo neutrofilica néo
suprimida e ndo se observa uma mortalidade significante (Crosara-Alberto et al.,
2002).

Os mecanismos envolvidos na falha da migracdo neutrofilica ndo estédo
completamente compreendidos, mas podem ser decorrentes de uma excessiva
liberacdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias e um concomitante aumento de
NO derivado da NO sintase induzivel (iNOS) (Tavares-Murta el al., 1998; 2001). O NO
apresenta efeitos vasodilatadores benéficos no sistema microvascular, mas pode
estar envolvido na producdo de radicais citotoxicos quando em associacdo com
EROS, podendo gerar o anion peroxinitrito e diéxido de nitrogénio iniciando a
peroxidacdo lipidica e potencializando a lesdo inflamatoria em células vasculares
(Beckman et al., 1990; Oeckler e Wolin, 2000).

Os mondcitos e macréfagos séo populagcdes celulares importantes na resposta
imune inata, pois medeiam a inflamacao e fagocitose. O macréfago de fenétipo M1 é
ativado por sinalizacdo TLR ou IFN-® para produzir citocinas pro-inflamatorias e
desempenhar atividade microbicida. Por outro lado, o fenotipo M2 é ativado na
presenca de IL-4 e IL-13 em infeccOes parasitarias e remodelamento tecidual.
Durante a sepse as funcdes do macréfago sdo limitadas, pois o receptor-1 de morte
programada (DP-1R) que € responsavel por intensificar a resposta inflamatoria
também suprime a funcdo do macrofago. Huang et al.,2009 demonstraram que
camundongos diminuiram a proliferagdo bacteriana, com diminuicdo da mortalidade,
guando os macréfagos ndo expressaram receptor de morte programada — 1 (PD-1),
destacando a importancia da sinalizacdo supressora na sepse. Da mesma maneira, a
adenosina A2A e A2B encontrados nos macréfagos, regulam a resposta imune em
macrofagos. Antagonizando o receptor A2B dos macrofagos em modelos de CLP,

aumenta a atividade fagocitica com morte bacteriana, reduzindo a inflamacéo
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sistémica, com resposta pré-inflamatéria atenuada e aumento da sobrevida (King et
al., 2014).

Na resposta inflamatéria durante a sepse, 0s macréfagos ou células
apresentadoras de antigenos interagem com células T através de sinais aferentes, o
antigeno HLA-2. Essa interacdo resulta no linfocito TCD4" ativado, com uma
variedade de respostas que afetam a imunidade inata: 1) a liberacdo de interferon
gama (IFN-8) para ativar os fagodcitos com atividade microbicida; 2) aumento da
expressdo de CD40L que se liga aos receptor CD40 sobre as células apresentadoras
de antigeno, resultando na expressao de moléculas co-estimulatorias; 3) ativacdo de

células natural killer (King et al., 2014).

A populacédo de linfocitos declina no estado séptico, devido a apoptose o que
resulta na vulnerabilidade do paciente séptico a infeccdes nosocomiais. Hotchkiss et
al. (2001), investigaram a reducéo da populacéo de linfécitos no quadro de sepse, em
especial, linfocitos TCD4" e B, pois nos modelos de sepse em animais e humanos, os
linfécitos dos 6rgaos linfoides, incluindo baco, timo e medula 6ssea, sofrem apoptose

na fase aguda da sepse.

A fisiopatologia da sepse associada a ARDS (sindrome respiratoria aguda) e
ALl (injuaria pulmonar aguda) é complexa e ndo é completamente definida. A Sepse
associada a ALI é caracterizada pela ativacao de véarias células, incluindo as células
inflamato6rias como os polimorfonucleares e macréfagos, além de aumentar o nivel de
mediadores inflamatérios. O nimero de neutrofilos no fluido do lavado bronco alveolar
de pacientes com ARDS ¢ significativamente maior e estd associado com a sobrevida
reduzida. Neutréfilos circulantes se infiltram e acumulam nos pulmdes via
transmigracdo através do endotélio, intersticio e epitélio alveolar. Quimiocinas e
moléculas de adesdo promovem contribuem para a diapedese de neutrofilos até o
pulm&o. No sitio pulmonar as trés isozimas NOS estédo presentes e varias formas de
NO podem ser detectadas tais como S-nitrosotiol, nitrato e nitrito, no ar exalado e no

lavado bronco alveolar (Guo e Ward, 2007).

A imunoterapia para controlar os sinais clinicos da sepse deve ser aplicada
durante a imunossupressao. Existem protocolos terapéuticos com fator estimulador de

colénio de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF), fator estimulador de colbnias de
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granulécitos (G-CSF) e IFN - & que tém sido utilizados na sepse com o objetivo de
estimular a resposta imune inata, melhorar a mielopoiese e limitar a apoptose de
linfécitos. Em estudos clinicos nos quais a expressdo de HLA-DR expresso na
superficie de mondcitos (mMHLA — DR) foi mensurada, a terapia imune-adjuvante leva
ao aumento da expressao de mHLA — DR, restaurando a liberacdo de mediadores
como fator de necrose tumoral (TNFa). O fracasso de muitas terapias em quadros de
sepse provavelmente esta relacionado a falta de estratificacdo de pacientes com base
em seu estado imunoldgico funcional. O futuro clinico de imunoterapias adjuvantes na
sepse deve ser baseado em estratificagcdo dos pacientes usando estado imunitario,
biomarcadores que reflitam tanto resposta imune inata como adaptativa, marcadores
em potencial como mHLA -DR , contagem de linfécitos T CD4" e IL-10 circulante
(Venet et al., 2013).
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4. Resultados

4.1 Capitulo 1 — Artigo intitulado “Recrutamento de células imunoldgicas
induzido pela administracdo do veneno de Tityus serrulatus e Tityus bahiensis”,
publicado na Revista de Ciéncias da Saude, 2011.
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RECRUTAMENTO DE CELULAS IMUNOLOGICAS INDUZIDO PELA
ADMINISTRACAO DO VENENO DE Tityus serrulatus E Tityus bahiensis.!
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Resumo: Acidentes envolvendo as espécies Tityus serrulatus e Tityus bahiensis t€m se tornado um problema de satde
publica na regido sudeste, pois o0 veneno destas espécies causam manifestagdes clinicas severas, sendo o edema pulmonar a
consequéncia mais grave, podendo levar a vitima ao 6Obito, principalmente as criangas. Muitas complicagdes decorrentes do
envenenamento estdo relacionadas a resposta inflamatoria desencadeada pelas toxinas do veneno. O presente estudo avaliou
a cinética da migracdo e ativagdo celular induzida pelos venenos das duas espécies de escorpido. Camundongos Swiss, 2-3
meses, peso médio 30g, receberam 200ug/Kg, via ip, do veneno de T serrulatus (vIs) e do veneno de 7. bahiensis (vIb), nos
intervalos de 30, 120 e 360 minutos. O grupo controle recebeu apenas o veiculo (Solugdo tamponada com fosfato— PBS). Apos
os intervalos foram obtidas células do sangue, peritonio, pulmao, linfonodos, medula 6ssea e feitas as contagens totais usando
cristal violeta 0,05% e diferenciais usando colorag@o do Kit Instant Prov. A andlise estatistica foi feita usando teste #-Student.
Os resultados demonstraram que vTs e vTb induzem um aumento significativo do ntimero de células no lavado bronco-alveolar
ap6s 30 min e na cavidade peritoneal, apés 360 min. Ap6s 30 min os venenos aumentaram o nimero de células na medula
o6ssea. No linfonodo ocorreu redug¢do no niimero de células ap6s 30 min e aumento ap6és duas horas. Os dados mostram que
os dois venenos interferem no recrutamento celular dos 6rgéos linféides em um curto prazo, sugerindo um efeito sobre a
modulag@o da resposta imunologica, o que torna estes bioprodutos candidatos a prospeccdo de ferramentas biotecnoldgicas.
Descritores: Veneno; 7ityus; Escorpido; Inflamagao.

Abstract: Immune cells recruitment induced by administration of non-lethal doses of Tityus serrulatus and Tityus ba-
hiensis venom. The number of accidents with the scorpion species Tityus serrulatus and Tityus bahiensis increased in the last
years in Brazil, mainly in the southeast region. The venom from both species induces severe clinical signs. The lung edema
is the most serious effect since it can kill the victim in a few minutes, specially, the children. The majority of the clinical
complications associated to the envenoming are relate to the inflammatory reaction triggered by the venom toxins. . Based on
this proposition, the aim of this study was to evaluate the ability of the venom from 7. serrulatus and T. bahiensis to recruit
and activate immune cells from peritoneum and lymphoid organs. Swiss mice, 2-3 months old, 30g, were inoculated with
venom from either 7. serrulatus (vTs) or T. bahiensis (vTb) at the non-lethal doses of 200pg/Kg by intraperitoneal route. The
control group received only the vehicle constituted by phosphate buffered solution. After 0.5; 2 and 6 hours of envenoming
the mice were killed. The peritoneal and broncoalveolar lavage were performed to quantify the inflammatory cells recruit-
ment. The differential cells counts was performed in the peritoneal fluid and peripheral blood using the Instant Prov kit. The
cells from the lymph node and bone marrow were counted. The statistical analysis was performed using Student t test. The
data represent the mean + SD from 5 animals per group. The results showed that both venoms induced a significant increase
on the inflammatory cells recruitment to peritoneum after 6 hours of envenoming. However, the inflammatory cells influx to
the lung was already increased after 0.5 hour. The number of bone marrow and lymph node cells, increased and decreased,
respectively, after 0.5 hours. After 2 hours, the number lymph node cell increased, but no there was after 6 hours. In summary
the data indicate that the scorpion venom has an ability to modulate the recruitment of immunological cells, which is different
according to the time and the organ evaluated. The results obtained here point to the perspective of to develop a biotechno-
logical tool useful in the inflammatory immune response induction.

Descriptors: Venom; Tityus; Scorpion, Inflammation.
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O escorpionismo ¢ um problema de saude
publica presente principalmente nas regides tropi-
cais, como Oriente Médio, Africa, India e Améri-
ca Latina®. No Brasil, o género Tityus é o principal
responsavel pelo escorpionismo. Pertencente a
familia Buthidae, o género ¢ representado no Bra-
sil por 35 espécies, sendo Tityus stigmurus, Tityus
serrulatus e Tityus bahiensis as principais espécies
para satde publica'®*,

O veneno escorpionico ¢ formado princi-
palmente por neurotoxinas, as quais se ligam a
sitios especificos dos canais i0nicos presentes na
membrana de células excitaveis, aumentando sua
permeabilidade e provocando a despolarizacao da
membrana plasmatica. As toxinas que se ligam pre-
ferencialmente aos canais de Na* sdo as principais
responsaveis pelo efeito toxico do veneno'*".

Devido a acdo das neurotoxinas, o veneno
causa no local da picada sinais como parestesia e
dor, além de eritema ¢ edema'®'®2! podendo re-
sultar em resposta inflamatoria sistémica com ele-
vacdo da concentragdo circulante de citocinas e
quimiocinas e, nos casos mais graves, em edema
pulmonar, que ¢ a principal causa de oObito entre
criangas®!>722, Além disso, na inflamag¢do decor-
rente do veneno de escorpides ocorre recrutamento
leucocitario, ativagao do sistema complemento, do
sistema de cininas e aumento na produgdo de pro-
teinas de fase aguda*’-'*,

Poucos estudos enfatizam a acdo do veneno
do escorpido Tityus serrulatus na ativagao das cé-
lulas do sistema imunolédgico. Petricevich? (2002)
mostrou que o veneno de 7. serrulatus apresenta
fun¢do imunomodulatéria sobre macrofagos mu-
rinos in vitro, aumentando a produgdo de espé-
cies reativas de oxigénio e de TNF, IFN-y e IL-6.
Pessini** et al. (2003), envenenando camundongos
com 0 mesmo veneno, por via intraperitoneal, ob-
servou aumento de células na cavidade peritone-
al, da concentracdo sérica de citocinas pro-infla-
matorias ¢ das proteinas de fase aguda. Embora
existam controvérsias', ha evidéncias que mas-
tocitos também podem ser ativados in vivo pelo
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veneno do 7. serrulatus'®, o que provocaria uma
onda de mediadores inflamatorios (histaminas,
mediadores lipidicos e citocinas).

Os venenos sdo uma promissora fonte de
moléculas com atividades farmacoldgicas, devido
a alta especificidade e eficacia dos peptideos de-
les derivados, a facilidade de sintetizar ou produzir
moléculas recombinantes e a resisténcia de muitos
peptideos ricos em pontes disulfetos a degradacao
proteolitica. Somado a isto, a obteng¢ao de produtos
a partir dos recursos naturais ¢ um forte argumento
para a conscientizagdo de conservagao deste e pre-
servacao de areas naturais.

Portanto, a investiga¢do do veneno escor-
pidnico pode revelar peptideos imunomodulado-
res que ativem e recrutem células imunoldgicas.
Entretanto, pouco se sabe sobre o recrutamento
celular, principalmente em relacdo aos 6rgaos lin-
foides. Por isso, o objetivo do trabalho foi avaliar
a resposta inflamatoria local e sistémica provoca-
da pelo o veneno do escorpido 7. serrulatus e T.
bahiensis, e a celularidade dos orgaos linfoides.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram usados camundongos da linhagem
Swiss (n=15/grupo) de 8 a 12 semanas de idade.
Os animais foram fornecidos pelo Biotério Cen-
tral da UFMA e mantidos no Biotério de Experi-
mentacdo do Laboratorio de Imunofisiologia em
ambiente controlado, com turno alternado de 12
horas de claro e escuro. Tanto 4gua quanto racao
foram oferecidas livremente até o dia do sacrifi-
cio. Os animais foram manipulados de acordo com
as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncias em
Animais de Laboratério (SBCAL) e este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), protocolo n°® 006438/2008-68.

Obtencio do veneno

Foram utilizados os venenos brutos e liofi-
lizados dos escorpides Tityus serrulatus (vTs) e
Tityus bahiensis (vTb) (Instituto Butantan, Brasil),
mantidos a -20°C até o momento do uso, quando
foram entdo diluidos em solugdo tamponada com
fosfato (PBS) estéril.
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Tratamento

Os camundongos foram envenenados, via ip,
com a dose ndo letal de 200pg/Kg do veneno bruto
dos escorpides Tityus serrulatus e Tityus bahiensis.
Ap6s 30, 120 e 360 minutos os animais foram sa-
crificados (15 animais/intervalo) e comparados ao
grupo controle que recebeu apenas PBS estéril. To-
dos os animais foram sacrificados no mesmo inter-
valo. O sacrificio foi feito por excesso de anestési-
co (150mg/kg de Cloridrato de Cetamina e 120mg/
Kg de Cloridrato de Xilazina).

Obtencao das células peritoneais

A cavidade peritoneal foi lavada com 5 mL
de PBS estéril. As suspensdes celulares obtidas por
aspira¢do com seringa e agulha foram transferidas
para tubos de polipropileno com fundo conico e
mantidas em banho de gelo (4°C) até a realizacao
da contagem celular total e diferencial.

Para a contagem do ntimero total as células
foram fixadas e coradas com uma solucao de cris-
tal violeta (0,5% em &cido acético 30%). As célu-
las foram contadas em cadmara de Neubauer com
auxilio de microscopio Optico de luz comum e au-
mento de 400 vezes. Para contagem diferencial foi
utilizada a citospin e as laminas foram coradas em
hematoxilina e eosina.

Histologia da membrana peritoneal

Um fragmento da membrana peritoneal (1cm?)
foi retirado e fixado em formol 10% para analise
histoldgica. Sec¢des de 5 mm foram coradas com
hematoxilina e eosina para analise histologica.

Lavado Bronco-Alveolar (LBA)

A cavidade bronco-alveolar foi lavada com
ImL de PBS injetado pela traquéia e aspirado
usando seringa e agulha. A suspensdo celular foi
colocada em banho de gelo até o momento da con-
tagem celular total conforme acima. Apds a obten-
¢do do lavado bronco-alveolar o pulmao foi fixado
em formol 10% para andlise histopatologica.

Obtencao dos orgaos linfoides
Ap0s o sacrificio, o fémur e o linfonodo fo-
ram retirados para a avaliagao do peso e celularida-

de. O fémur foi perfundido com 1mL de PBS para
obtencao das células da medula 6ssea. Em seguida
foi feita a contagem celular conforme descrito aci-
ma. O baco foi retirado e triturado em SmL de PBS
com auxilio de tamis. A contagem se deu como
descrito acima.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando o
teste #-Student. Os dados foram expressos com a
média + desvio padrio e as diferengas foram con-
sideradas significativas quando p<0,05.

RESULTADOS

Efeito inflamatorio local

Os dois venenos reduziram o nimero de
células na cavidade peritoneal apds 30 minutos.
O vTb aumentou o nimero de células peritone-
ais ao final de 120 e 360 minutos, enquanto o
vTs s6 aumentou o numero de células apos 360
minutos (Fig. 1).
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Figura 1 - Efeito do vTs sobre o nimero total de células da
cavidade peritoneal. Camundongos receberam, por
via i.p PBS (controle), vTs ou vTb (200ug/Kg) e fo-
ram sacrificados apds 30, 120 e 360 minutos. Os re-
sultados foram expressos por média+DP dos valores
percentuais em relagdo ao controle (---). * p<0,05
quando comparados aos respectivos controles.

A contagem diferencial das células da cavi-
dade peritoneal revelou que ambos os venenos in-
duziram diminui¢ao aos 30 minutos e aumento aos
360 minutos no nimero de macréfagos (Fig. 2).
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Figura 2 - Efeito do veneno escorpidnico sobre o nimero
de macrofagos da cavidade peritoneal. Camundon-
gos receberam, por via i.p PBS (controle), vTs ou
vTb (200ug/Kg) e foram sacrificados apds 30, 120
e 360 minutos. Os resultados foram expressos por
médiatDP dos valores percentuais em relagcdo ao
controle (---). * p<0,05 quando comparados aos res-

pectivos controles.

Efeito inflamatério sistémico

Analise do percentual de neutrofilos no san-
gue periférico revelou diferencas quanto ao veneno
utilizado. Apenas o vTs aumentou o percentual de
neutréfilos em relagdo ao controle apds 30 minutos
do envenenamento. Ao final de 120 minutos, ape-
nas o vI'b aumentou o percentual de neutroéfilos. No
intervalo de 360 minutos os dois venenos induzi-
ram aumento significativo de neutrofilos (Fig. 3).
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Figura 3 - Efeito do veneno escorpidnico sobre o percentual
de neutrdfilos no sangue. Camundongos receberam,
por via i.p PBS (controle), vTs ou vTb (200ug/Kg)
e foram sacrificados apos 30, 120 e 360 minutos. Os
resultados foram expressos por média=DP. dos valo-
res percentuais em relagdo ao controle (---).* p<0,05
quando comparados aos respectivos controles.
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Resposta inflamatéria pulmonar

Mesmo utilizando uma dose nao letal,
ambos os venenos foram capazes de aumentar
o numero de células inflamatorias no espago
bronco-alveolar. Entretanto, este efeito so foi
significativo 30 minutos ap6s o envenenamento

(Fig. 4).
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Figura 4 - Efeito do veneno escorpidnico sobre o numero
total de células do Lavado Bronco-alveolar. Ca-
mundongos receberam, por via i.p PBS (controle),
vTs ou vTb (200ug/Kg) e foram sacrificados apds
30, 120 e 360 minutos. Os resultados foram expres-
sos por média+DP dos valores percentuais em rela-
¢do ao controle (---). * p<0,05 quando comparados
aos respectivos controles.

Analise dos orgaos linfoides

O envenenamento alterou a celularidade tan-
to dos orgaos linfoides primarios, como a medula,
como dos secundarios, como os linfonodos dre-
nantes (mesentéricos). Neste ultimo, os venenos
induziram uma reduc¢do do numero de células apos
30 minutos, a qual foi invertida ap6s 120 minutos.
Aos 360 minutos o niimero de células ja era igual
ao controle (Fig. 5A).

O vTs induziu aumento do numero de cé-
lulas da medula 6ssea apos 30 minutos e 120
minutos, em contrapartida ocorreu uma redugao
desta populacdo celular apds 360 minutos. Por
outro lado, o vTb induziu um aumento do nu-
mero de células ap6s 30 minutos e uma reducao
notada logo aos 120 e persistente até os 360 mi-
nutos (Fig. 5B).
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Figura S - Efeito do veneno escorpionico sobre os 6rgaos
linféides: (A) Linfonodo mesentérico; (B) Medula
ossea. Camundongos receberam, por via i.p PBS
(controle), vTs ou vTb (200ug/Kg) e foram sacrifica-
dos ap6s 30, 120 e 360 minutos. Os resultados foram
expressos por média=DP dos valores percentuais em
relacdo ao controle (---). * p<0,05.

DISCUSSAO

Os venenos testados, quando administrados
por via intraperitoneal, induziram alteracdes lo-
cais e sist€émicas no nimero de células imunold-
gicas. O envenenamento por via ip induziu altera-
¢oes nas populacdes peritoneais, em especial, no
nimero de macrofagos.

Zuliani29 et al. (2011) demonstraram que
as reacgOes iniciais da resposta inflamatoria in-
duzida pelo veneno, ndo estariam relacionadas
aos produtos liberados por mastocitos. Entretan-
to, De-Matos!? et al (2001) demonstraram que os
mastocitos sao importantes na inducao do edema
pulmonar pelo veneno, uma vez que quando os
autores depletaram os mastdcitos a inflamagdo
pulmonar foi anulada. De fato, outras substan-

cias bioativas presentes no veneno em baixas
concentragdes, como a histamina e 5-hidoxitrip-
tamina, podem iniciar a resposta inflamatoria,
além de envolver os metabolitos da cascata do
acido aracdonico'.

Para explicar a redu¢ao do numero total de
células na cavidade peritoneal algumas hipdteses
poderiam ser levantadas. Uma, seria a aderéncia
das células a membrana peritoneal. A segunda se-
ria a migragao de células apresentadoras da cavida-
de para o linfonodo e a terceira seria a apoptose das
células residentes.

O desequilibrio i6nico provocado pelo au-
mento da permeabilidade aos ions de Na*, Ca*,
K", CI, pode ativar a via das caspases que culmi-
na na entrada da célula em apoptose?. Entretanto,
ensaios de citotoxidade do veneno in vitro com
diferentes linhagens de células ndo demonstraram
esta propriedade dos venenos (dados ndo mostra-
dos. Mas ndo podemos descartar totalmente esta
hipétese, visto que no contexto in vivo nao foi fei-
to nenhum ensaio.

Em relacdo a primeira hipotese, a membra-
na peritoneal foi avaliada histologicamente e nao
foi verificada aderéncia das células peritoneais a
membrana (dados ndo mostrados). Dessa forma,
baseado em nossos resultados, podemos sugerir
que houve a saida das células estimuladas pelo ve-
neno para o linfonodo ou para outro espago como o
bronco-alveolar. De fato, o lavado bronco-alveolar
apresentou aumento significativo quanto ao nime-
ro de células aos 30 minutos, sendo que ao mes-
mo tempo houve redug¢ao do nimero de células no
linfonodo. Sugerindo que as células inflamatorias
estavam sendo recrutadas para focos distantes da-
quele do estimulo inicial.

Aos 360 minutos, entretanto, o perfil foi
totalmente diferente. Os venenos estudados in-
duziram migracao destas células para a cavidade
peritoneal. Em estudos in vitro, os macréfagos
cultivados na presenca do veneno produziram
IL-6 e IFN-y, além de espécies reativas como
6xido nitrico e peroxido de hidrogénio®. Esses
produtos sao importantes mediadores inflama-
torios com ampla atividade bioldgica, princi-
palmente a IL-6, podendo ser responsavel tanto
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pela resposta de fase aguda, como também pela
ativacdo e migragdo de células tardias®.

Andrade’ et al (2006) demonstraram que o
pulmao ¢ um importante 6rgdo produtor de IL-6,
tanto no envenenamento como também em casos
de infecgoes. Possivelmente, o aumento do niime-
ro de células na cavidade bronco-alveolar pode ter
sido estimulado pela produgao de citocinas no pul-
mao, recrutando células tanto da cavidade perito-
neal como também do linfonodo, onde o veneno
induziu uma reducao no mesmo intervalo.

Até o momento, observamos que tanto o
vTs, como o vTb, possuem um importante papel
no recrutamento de células inflamatorias. Isso
se confirma quando verificamos a diminui¢ao
do numero de células da medula. De fato, ou-
tros estudos ja evidenciaram o efeito do veneno
escorpionico sobre a hematopoiese, acelerando
o desenvolvimento das células, como também o
recrutamento de células™'!.

Além do mais, Borges® et al (2000) mos-
traram a relagdo, dependente do fator ativador
de plaquetas, entre a diminui¢do do numero de
células da medula e o aumento do niimero de
neutrofilos no sangue. Nossos resultados corro-
boram com estes dados, pois também encontra-
mos a mesma relacdo, o que justifica o aumento
de neutréfilos no sangue.

A caracteriza¢do da atividade bioldgica dos
venenos brutos € necessaria, pois possibilita o di-
recionamento de novos estudos. O veneno dos es-
corpides 7. serrulatus e T. bahiensis demonstraram
iniciar uma rapida resposta inflamatoria e modular
a celularidade dos 6rgdos linfoides de forma tem-
po-dependente. Entretanto, o veneno mesmo admi-
nistrado na dose nao letal de 200ng/Kg e pela via
ip, ainda foi capaz de causar alteracdo no niimero
de células pulmonar.

Para o género Tityus, apenas o veneno do es-
corpido 7. serrulatus possui fragcdes com atividades
bem caracterizadas. Petricevich* et al (2007) trata-
ram macrofagos in vitro com uma fragdo do vTs,
denominada toxina-y, ou tityustoxina (TsTx-I), e
observaram que os macrofagos estabeleceram um
balanco entre a produgdo de citocinas Th1/Th2, in-
dicando acdo imunomoduladora para a fragdo.
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O veneno escorpidnico possui importantes
constituintes que agem, principalmente, sobre o re-
crutamento celular dos 6rgaos linféides primarios
e secundarios. Desse modo, nosso estudo mostra o
papel dos venenos testados sobre o recrutamento
das células imunologicas em decorréncia do poten-
cial em fornecer importantes peptideos com ativi-
dades sobre o sistema imunologico.
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4. Resultados

4.2 Capitulo 2 — Artigo intitulado “Immune cells recruitment and activation by Tityus
serrulatus”, publicado na Toxicon, 2011.
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Despite several studies showed that the Tityus serrulatus scorpion venom (Tsv) induces an
inflammatory response, just a few have investigated the effect of the venom on the
immune response. Therefore, the aim of this study was to evaluate alterations of venom
application on lymphoid organs and on the recruitment and activation of cells and also on
the cytokine production. Swiss male mice (2-3 months, 20-25 g) received a non-lethal
dose of crude Tsv (200 pg/kg), diluted in sterile PBS by subcutaneous route. Control

Ié%’/f:gg;wams animals received only sterile PBS. The animals were sacrificed after 30, 120 and 360 min.
Venom The inflammatory parameters studied were skin histology at the site of venom application,
Inflammation leukocyte count, and blood cytokine levels (IL-6, IL-10, and TNF-a). Inguinal lymph node,
Cytokines spleen and bone marrow cellularity was determined for evaluation of the Tsv effect on
Immunomodulatory immune system organs. The results showed that Tsv caused no local inflammation, but it

induced an increase of blood neutrophils and serum IL-6, TNF-a. and IL-10. After 360 min of
envenomation there was a reduction in the cells number from peritoneum and spleen, but
there was an increase in the cell number from lymph nodes. In conclusion, the Tsv induces
systemic alterations characterized by changes in the cell number in lymphoid organs,
increase pro and anti-inflammatory cytokines.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction Scorpion venom mainly consists of neurotoxins that

bind to specific sites on ion channels of the membrane cells

Scorpion envenomation has become a public health
problem in many regions of the world due to the increasing
number of accidents and the severity of the condition
(Chippaux and Goyffon, 2008). In Brazil, Tityus is the main
genus responsible for scorpion envenomation. This genus
belongs to the family Buthidae and is represented in Brazil by
35 species. Tityus serrulatus and Tityus bahiensis are the most
important species for public health (Bucaretchi et al., 1995).
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causing an increase in their permeability (Elgar et al.,
2006). Toxins that preferentially bind to Na™ channels are
the main substances responsible for the toxic effect of the
venom. The action of these neurotoxins causes signs of
paresthesia and pain at the sting site, as well as erythema
and edema (Freire-Maia, 1995; Pardal et al., 2003; Alves
et al., 2005; Melo et al., 2006; Cupo et al.,, 2007). The
toxins induce a systemic inflammatory response charac-
terized by pulmonary edema that is the main cause of
death among children and also by increased levels of
cytokines and chemokines (Cupo et al., 1994; Magalhdes
et al,, 1999; Fukuhara et al., 2003; Pessini et al., 2003). In
addition, inflammation in scorpion envenomation involves
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the acute-phase proteins, the complement and kinin
systems and is also characterized by the leukocyte
recruitment (Pessini et al., 2003; Fukuhara et al., 2004;
Bertazzi et al., 2005; Coelho et al., 2007).

Few studies have investigated the effect of T. serrulatus
scorpion venom on the activation of immune cells
(Petricevich, 2002; Petricevich and Lebrum, 2005).
Petricevich et al. (2007) demonstrated the action of T. ser-
rulatus venom fraction on murine macrophages in vitro,
with the observation of an increase in the production of
reactive oxygen species and cytokines such as TNF-a, [FN-v,
IL-6, IL-1 and IL-10.

The aim of the present study was to characterize the
local and systemic inflammatory response induced by
subcutaneous administration of T. serrulatus scorpion
venom. We studied the histological alterations at the site of
injection, the production of cytokines participating in the
inflammatory response, and neutrophil mobilization to
blood. In addition, we investigated the effect of the venom
on the cellularity of immune organs (bone marrow, lymph
nodes and spleen) and peritoneal cavity and on ex vivo cell
proliferation. It was found that T. serrulatus venom induces
a rapid inflammatory response and alters the migration of
immune cells and cytokine profile in a time-dependent
manner.

2. Material and methods
2.1. Venom

The lyophilized crude T. serrulatus scorpion venom (Tsv)
was obtained from the Arthropod Laboratory of Instituto
Butantan. The venom was stored at —20 °C until the time of
use, when it was diluted in sterile phosphate-buffered
saline (PBS).

2.2. Animals and envenomation

Swiss male mice (2-3 months, 20-25 g) were obtained
from the Central Animal House of Universidade Federal de
Maranhdo (UFMA) and kept at the animal house of the
Laboratory of Immunophysiology in a controlled environ-
ment under a 12/12-h light/dark cycle. Water and food
were available ad libitum until the day of sacrifice. The
animals were handled according to the guidelines of the
Brazilian Society for Laboratory Animal Science (SBCAL)
and the study was approved by the Ethics Committee of
UFMA (protocol No. 006438/2008-68).

For envenomation, the mice were injected by subcuta-
neous route with a non-lethal dose of Tsv (200 pg/kg) and
sacrificed after 30, 120 and 360 min (n = 5 per sampling
time). The control group received only sterile PBS and the
animals were sacrificed after the same periods of time
(n =5 per sampling time). The animals were sacrificed with
an overdose of the anesthetic (150 mg/kg ketamine
hydrochloride and 120 mg/kg xylazine hydrochloride).

2.3. Skin histology at the site of Tsv application

After sacrifice, a trichotomy was performed on the back
of the animal at the site of venom application. Next, a skin

fragment was removed and fixed in 10% formalin for
subsequent histological analysis. The following parameters
were evaluated in a random and blind mode: edema
formation, vascular congestion, hemorrhage, and cellular
infiltration. The results were scored as 0 = absent,
1 = weak, 2 = moderate, and 3 = strong.

2.4. Differential count of blood cells

Blood smears were prepared from the animals and
stained with the Instant-Prov kit (Newprov, Pinhais, Brazil).
The slides were examined under a common light micros-
copy at 1000x magnification. The percentage of cell
subpopulations was calculated based on the count of 100
cells.

2.5. Quantification of serum cytokines

Serum levels of IL-6, IL-10 and TNF-a were quantified by
sandwich ELISA using commercial kits (eBioscience, San
Diego, CA, USA). Flat-bottom plates (Costar®, Minnesota,
USA) were previously sensitized with 4 pg/mL capture
antibody specific for each cytokine. For this purpose, 100
uL/well of the monoclonal capture antibody (1:250) was
added and the plates were incubated overnight at 4 °C.
After incubation, the plates were washed 5 times with PBS-
0.05% Tween 20 and nonspecific reactions were blocked by
the addition of diluent (200 pL/well) at room temperature
for 1 h. After washing the plates 5 times, 100 pL of the
standard sample provided by the manufacturer or of the
test sample was added to each well and the plates were
incubated overnight at 4 °C. Next, the plates were washed 5
times with PBS-0.05% Tween 20 and 100 pL/well of the
specific biotin-conjugated detection antibody was added at
a concentration of 1 ug/mL. After incubation for 1 h at room
temperature, the plates were washed 5 times with PBS-
0.05% Tween 20 to remove unbound components. Next,
100 pL peroxidase-conjugated avidin (1:250) was added
and the plates were incubated for 30 min at room
temperature. After 7 washes with PBS-0.05% Tween 20, the
colorimetric reaction was developed by the addition of 100
uL/well of the substrate solution containing 0.5 mg/mL
tetramethylbenzidine. After 15 min, the reaction was
stopped by the addition of 50 pL 2 N sulfuric acid (H2SO4) to
each well. The absorbance of each sample was read in an
ELISA plate reader at 450 nm. Optical density values were
converted into pg/mL using a polynomial equation gener-
ated from the standard curve that was constructed with
different concentrations of recombinant cytokines.

2.6. Isolation of peritoneal cells

The peritoneal cavity of the animals was washed with
5 mL sterile PBS. Cell suspensions were aspirated with
a syringe and needle and transferred to conical propylene
tubes. The tubes were kept on ice (4 °C) until the time for
total and differential cell count. For total cell count, 90 pL of
the cell suspensions obtained was removed, fixed, and
stained with 10 pL of a solution containing 0.5% crystal
violet diluted in 30% acetic acid. The cells were counted in
a Neubauer chamber of a light microscope at 400x
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magnification. For differential cell count, the slides were
prepared using the cytospin system (800 rpm/3 min), fixed,
and stained with the Instant-Prov kit (Newprov, Pinhais,
Brazil).

2.7. Isolation of lymphoid organs

After sacrifice, the femur, spleen and inguinal lymph
node were removed for the evaluation of cellularity. The
femur was perfused with 1 mL PBS for the isolation of bone
marrow cells. The spleen was removed, triturated with
5 mL PBS and passed through a silk sieve. The inguinal
lymph node was removed and triturated with 1 mL RPMI
medium supplemented with i-glutamine and 10% fetal
bovine serum under a laminar flow chamber for ex vivo
assays. Total cell counts of the lymphoid organs were per-
formed as described above.

2.8. Statistical analysis

The results are reported as the mean + standard devi-
ation. Statistical analysis was performed using the t test and
differences were considered to be significant when
p < 0.05.

3. Results
3.1. Histological alterations in the skin at the site of injection

Histopathological analysis of the skin at the site of Tsv
injection showed no significant alterations when compared
to the control group at any of the time points studied. The
edema formation, vascular congestion and hemorrhage
were weak at all time points in both groups. The cellular
infiltration was moderate only at 360 min in both groups.

3.2. Neutrophil mobilization to blood

The differential blood count showed that envenomation
induced an increase in neutrophil percentage after 120
(13%) and 360 min (32%) when compared to the control
group (Fig. 1).

3.3. Cytokine production

The Tsv induced an increase in the seric levels of TNF-
o, after 30 min and of IL-6 after 120 min when compared to
the control group. There was no alteration on IL-10 levels
after 30 or 120 min, but Tsv increased the production of IL-
10 after 360 min when compared to the control group

(Fig. 2).

3.4. Cellularity of the peritoneal cavity and lymphoid organs
after envenomation

The Tsv induced a reduction in the total number of cells
in all time points, especially in the number of macrophages.
No significant differences were observed for the other cell
populations (Table 1).

The Tsv did not alter the total number of bone marrow
cells (Fig. 3A). However, the number of inguinal lymph
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Fig. 1. Effect of Tsv on the blood neutrophils percentual. Groups of mice
(n =5 per sampling time) received by s.c. route PBS (control) or Tsv (200 pg/
Kg) and each group was killed after 30, 120 and 360 min. The results were
expressed by mean =+ SD. *p < 0.05 when compared to the respective control
group.

node cells was reduced after 30 min and increased after
360 min when compared to the control group (Fig. 3B). The
number of spleen cells was reduced only after 120 min of
envenomation when compared to control (Fig. 3C).

4. Discussion

We showed here that T. serrulatus venom administered
subcutaneously did not cause local alterations since there
was neither edema formation nor significant cellular infil-
tration at the site of envenomation. Our results seem to
contrast with that found by some authors showing that
victims of scorpion envenomation generally present
paresthesia, erythema and edema at the sting site (Lira-da-
Silva et al., 2000; Horta et al., 2007). In the same way, it was
shown that the inoculation of Tsv at the peritoneal cavity or
at the paw induced an intense inflammatory infiltrate
(Pessini et al., 2003; Severino et al., 2009). These results
demonstrate that the presence of a local infiltrate indeed
depends on the route of administration. The cell recruit-
ment described by these authors might be related to the
action of Tsv on the ion channels of nerve cells (Diniz et al.,
1974) which are able to release neuropeptides that act on
immune cells causing an inflammatory response (Kalil-
Gaspar, 2003). These results suggest that the subcuta-
neous route which has low innervations, that minimize the
effect of neurotoxins on nerve cells, seems to be the most
efficient to induce immune response without local tissue
damage. This condition permits to suggest the prospection
of scorpion venom as a useful biotechnological tool to
improve the immune responses.

Despite the Tsv had no local effect when administered
by subcutaneous route there was a systemic effect on
immune cells. At first, there was an increase in the number
of neutrophils in blood, which can be induced by the
massive release of neurotransmitters, mainly catechol-
amines (Vasconcelos et al., 2005) that are associated with
an increase in blood pressure (Amaral and Rezende, 1997)
and the mobilization of neutrophils (Davila et al., 2002).

In fact, T. serrulatus venom has been shown to induce an
increase in blood neutrophils accompanied by the



E.M.S. Fialho et al. / Toxicon 58 (2011) 480-485

TNF-c (pg/mL) 3>
5§ 8 &

5

f‘firi

30 min 120 min 360 min
=3 Control B Tsv

C s00-

—. 600

3

5

£ 4004

o

-

) ri

0 |1

30 min 120 min 360 min
3 Control Wl Tsv

B

IL-10 {(pg/mL)

483

2000 4
1500 ~
1000 -
500 -
0
30 min 120 min 360 min
3 Control B Tsv

Fig. 2. Effect of Tsv on the seric levels of the citokines TNF-a (A), IL-10 (B) e IL-6 (C). Groups of mice (n = 5 per sampling time) received by s.c. route PBS (control)
or Tsv (200 pg/Kg) and each group was killed after 30, 120 and 360 min. The results were expressed by mean + SD. *p < 0.05 when compared to the respective

control group.

simultaneous reduction in the number of mature neutro-
phils in bone marrow (Borges et al., 2000). However, in the
present study the total number of bone marrow cells did
not differ from control. Other studies have reported the
capacity of scorpion venom to induce a hematopoietic
action, stimulating the maturation of new cells (Dong et al.,
2009). This fact might explain the lack of change in the total
number of bone marrow cells observed in the present
study.

Despite the Tsv had no effect on bone marrow, it
induced a reduction at cell number in the lymph node at
30 min after envenomation. However, no difference in the
number of lymph node cells was observed after 120 min
when compared to control, a finding suggesting repopu-
lation of the organ. The reduction in spleen cells observed

after 120 min might be due to the recruitment of these cells
to the lymph nodes. On the other hand, the number of
immune cells in the peritoneal cavity, especially macro-
phages, was also reduced at all time points observed.

In addition to an increase of blood neutrophils and the
alterations in the lymphoid organs and peritoneal cavity
cellularity, the Tsv also increased the levels of inflammatory
cytokines in blood. Other studies had demonstrated the
capacity of the venom to induce the cytokines release both
in vivo (Pessini et al., 2006) and in vitro (Petricevich et al.,
2007). We showed that the kinetics of cytokines produc-
tion was very interesting since there was an increase in
TNF-o levels at 30 min, in IL-6 levels at 120 min and in IL-10
levels at 360 min. The cytokine kinetics observed here
seems to show that the Tsv induces an immediate but auto-

Table 1
Effect of Tsv on peritoneal cells.
30 min 120 min 360 min
Control Tsv Control Tsv Control Tsv
Total 1.49 + 0.01? 1.13 £ 0.10* 1.25 +0.24 1.04 + 0.04* 1.48 + 0.11 0.94 + 0.10*
Macrophage 1.40 + 0.01 1.00 + 0.08* 1.18 +£ 0.21 0.92 + 0.05* 1.37 £ 0.17 0.87 + 0.24*
Neutrophils 0.03 + 0.02 0.06 + 0.02 0.05 + 0.02 0.08 + 0.05 0.04 +0.17 0.05 + 0.24
Lymphocytes 0.03 + 0.02 0.00 + 0.01 0.02 + 0.02 0.03 + 0.03 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
Mast Cells 0.03 + 0.02 0.00 + 0.01 0.09 + 0.07 0.06 + 0.04 0.08 + 0.10 0.03 + 0.03

*p < 0.05 when compared to the respective control group.
2 mean + (x10° cells/mL).
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Fig. 3. Effect of Tsv on the lymphoid organs cellularity. (A) Bone Marrow; (B) Lymph node; (C) Spleen. Groups of mice (n = 5 per sampling time) received by s.c.
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resolute inflammatory response. Considering that the TNF-
o, which was high after 30 min of envenomation, is the
main cytokine involved in the acute inflammatory response
(Granger and Remick, 2005), as well as, in firstly inflam-
matory cells activation and recruitment (Crisafulli et al.,
2009). Concomitantly, the increase of IL-6 after 120 min
suggest an initiation of the resolution of inflammation and
of adaptative immune response activation since this cyto-
kine is involved in the mobilization of neutrophil from bone
marrow to the blood (Ulich et al., 1989; Suwa et al., 2000),
but also, exhibits different biological activities such as
lesion repair, regulation of the immune response and B cells
differentiation and activation (Nishimoto and Kishimoto,
2004). Finally, the increase of IL-10 after 360 min
confirms these hypothesis since it is known as an anti-
inflammatory and immune regulator cytokine (Vieira and
O’Garra, 2007).

However, the mechanism involved in the activation of
immune cells by Tsv, mainly constituted by neurotoxins,
remains unclear. One possible mechanism is the binding of
neuropeptides, especially substance P, released by nerve
cells after depolarization induced by the neurotoxins of the
venom to NK receptors present on inflammatory cells
(Kalil-Gaspar, 2003). Another plausible mechanism is the
direct action of scorpion toxins on the ion channels of
immune cells. It is well known that ion channels play an

important modulatory role in the activation of macro-
phages and lymphocytes, participating in the release of
cytokines, proliferation, mitogenesis, elimination of target
cells, adhesion, chemotaxis, and activation of inflammatory
transcription factors (Cahalan and Chandy, 1997; Cahalan
et al,, 2001).

Characterization of the biological activity of crude
venoms is necessary since it permits the development of
new studies. Scorpion venom contains important compo-
nents that mainly act on the recruitment of cells from
primary and secondary lymphoid organs. The present study
shows that Tsv is a potential source of important peptides
with immunostimulatory activities, emphasizing its role in
the recruitment and activation of macrophages, lympho-
cytes and neutrophils.
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4.3. Capitulo 3 — “Tityus serrulatus scorpion venom treatment improves survival
and lung inflammation in lethal sepsis induced by CLP in mice”. Artigo
publicado na Toxicon, 2014.
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Abstract

Tityus serrulatus venom (Tsv) modifies the behavior of immune cealtgl induces the
production of inflammatory and anti-inflammatorytakines; such action may interfere
with physiological or pathological states. Becausspsis is characterized as an
inflammatory disorder, the aim of present study waswvestigate the effect of a non-
lethal dose of Tsv in mice submitted to a polymidab infection by cecal ligation and
puncture (CLP) model. The parameters evaluated wereival index, cellularity on
lymphoid organs, peritoneal cavity and brochoalaesbpace, production of IL-10, IL-
12, IL-6, TNF«, IFN-y and MCP-1, pulmonary inflammation and oxidativeghurhe
results demonstrated that in sharp contrast to @bBp in which sepsis was lethal in a
24 h period all mice pretreated with Tsv survivecere 60 h after CLP. Lung
inflammation, another hallmark of CLP group, wasoalramatically down regulated in
Tsv/CLP group. Despite pretreatment with Tsv didl realuce the inflammatory serum
cytokines when compared to CLP group; there was@ease in IL-10. In conclusion,
subcutaneous Tsv administration 6 h before CLPafses to control the harmful effects
of sepsis (lethality and lung inflammation). We gest that both systemic IL-10 and

oxidative burst are involved in this effect.

Key words:Tityus serrulatus, venom, CLP, sepsis, inflammation, cytokines
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1. Introduction

Sepsis is a complex clinical syndrome that reduttsy the host response to an
infectious process, which leads to an exacerbathmmatory response. The condition
can progress to disseminated intravascular coagujatcute respiratory distress
syndrome, multiple organ failure, and death. Sewesis and septic shock represent
major causes of morbidity and mortality and affexdre than 750,000 people per year
in the United States of America, with an annual taldy of approximately 220,000
(Angus et al., 2001). In Brazil, sepsis was suggkas a major public health problem in
intensive care units, with an incidence densityapproximately 57 per 1,000 patient-
days and with mortality rates as high as 50% (Séfval., 2004). Although sepsis is a
well-studied condition in different animal modeisyremains very difficult to manage
and treat in humans, opening the possibility oflgitug alternative ways to improve the
host response to sepsis or treatment.

Some natural products exert a positive impact @ dihrvival index of mice
subjected to a cecal ligation and puncture (CLPJehof polymicrobial sepsis (Wang
et al. 2006; Maciel et al., 2008; Yang et al., 200@revious studies revealed the
important effects of some venoms on experimentpkise(Frolkis et al., 2010). In
addition, venom fronTityus spp. scorpions increases the number of neutrophilse
blood (Fialho et al., 2011) as well as activateséhcells (Borges et al., 2011). Because
neutrophils play an important role in the clearaatbacterial infection, it is reasonable
to propose that the venom frofityus scorpions may improve the organic dysfunction
that occurs during sepsis.

Tityus serrulatus venom (Tsv) can cause local and systemic inflanamand
the generation of soluble mediators with a vashyaof effects (Pessini et al., 2003;

Severino et al., 2009). Despite deleterious effedtsv has immune modulatory
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properties that could be useful for pathologicakest in which the modulation of the
immune system is an important goal. Studies ofeffifiects of Tsv or its toxins on the
immune system have demonstrated that this venoradses thén vitro production of
reactive oxygen species and cytokines, such as rtumaorosis factor: (TNF-o),
interferony (IFN-y) and interleukin-6 (IL-6), by murine macrophagé2etficevich,
2002; Zoccal et al., 2011). Systemic IL-6, Ik-And TNFe were also detected in
patients who experienced moderate to severe adsidento 24h later (Fukuhara et al.,
2003). In fact, some of the consequences of humdreaperimental envenomation are
associated with the secretion of soluble medidigrisnmune cells (Petricevich, 2010).
In view of the immune-modulatory effects of Tsv ahe success achieved in
previous studies, we assessed the effect of Tssepsis induced by CLP. The CLP
model was chosen because after the perforationeointestinal wall, a subsequent and
gradual release of fecal material into the periébravity induces peritonitis, which can
progress to sepsis and septic shock, reproducemghlysiopathology of polymicrobial
sepsis in humans that is caused by bowel perforatilitis, or postoperative peritonitis

(Garrido et al., 2004).

2. Material and Methods

2.1 Venom

The lyophilized crudd. serrulatus scorpion venom (Tsv) was obtained from the
Arthropod Laboratory of Instituto Butantan. The senwas stored at -20°C until the

time of use, when it was diluted in sterile phogpHauffered saline (PBS).

2.2 Animals

Swiss male mice (2—-3 months, 20-25 g) were obtdirmed the Central Animal

House of Universidade Federal de Maranhdo (UFMA) kept at the animal house of



91 the Laboratory of Immunophysiology in a controlledvironment under a 12/12-h
92 light/dark cycle. Water and food were availabtdibitum until the day of sacrifice. The
93 animals were handled according to the guidelinesthaf Brazilian Society for
94  Laboratory Animal Science (SBCAL) and the Ethicsm@aittee of UFMA (protocol

95 No. 006438/2008-68) approved the study.

96 2.3 Experimental design

97 The mice were shared in four groups. The first grRBS group, n=5) received
98 only sterile PBS, the second (Tsv group, n=5) rexmkia non-lethal dose of Tsv (200
99  pg/kg), the third (CLP group, n=10) received PBS &nuburs later it was induced the
100 CLP and the fourth (CLP+Tsv group, n=10) receivedoa-lethal dose of Tsv (200
101  pg/kg) and 6 hours later it was induced the CLPe Ton-lethal dose was chosen
102  according to Pessini et al. (2003). All the treatisevere done by subcutaneous (sc.)
103  route. Polymicrobial sepsis was induced using CL&had according to previously
104  described (Benjamim et al., 2000). Briefly, undeep anesthesia, a laparotomy was
105 performed and the cecum was mobilized and ligatddvib the cecal valve, punctured
106  10x with an 18-gauge needle to induce the lethasise The cecum was replaced into
107  peritoneal cavity and the abdomen was closed inl&yers. Saline (0.5 mL/10 g body
108  weight) was given subcutaneously to CLP animaldlfd resuscitation. After 12 hours
109 of CLP a half of the animals was sacrificed with arerdose of the anesthetic (150
110 mg/kg ketamine hydrochloride and 120 mg/kg xylaziyelrochloride) to perform the
111  assays. Another half of the animals were maintaaie@ to evaluate the lifespan. The

112 mortality of the animals was recorded every 12 til time 5" day (Maciel et al., 2008).

113 2.4 Isolation of peritoneal cells
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The peritoneal cavity of the animals was washedh witmL sterile PBS. Cell
suspensions were aspirated with a syringe and @eadtl transferred to conical

propylene tubes. The tubes were kept on ice (4~@G) the assays.

2.5 Bronchoalveolar lavage (BAL) and histopathologi analyses

The trachea was exposed and intubated using cagmedewas instilled with 1
mL of cold PBS. The total number of BAL cells wastermined as described bellow.
Thereatter, the lungs were collected, weighed, faxadl in 10% formalin for histology.
The histological analysis evaluated the followingrgmeters: vascular congestion,
hemorrhage and cellular infiltration, according tbbowing scores: 0-absent, 1-weak,

2-moderate, 3-strong. Histological evaluation wadgrmed randomly and blindly.

2.6 Total and differential count of blood, peritonal and bronchoalveolar cells

For total peritoneal cell determination, nine vo&srof the cellular suspension
were added to 1 volume of 0.05% crystal violet @ligsd in 30% acetic acid and the
cells were counted using a bright-line Neubauentyex (Sigma) under a common light
microscopy at 400x magnification. Differential cetbunts were determined using the
cytospin system (800 rpm/3 min), fixed, and stainéti the Instant-Prov kit (Newprov,
Pinhais, Brazil). The percentage of cell subpoputat was calculated based on the
count of 100 cells and transformed in absolute remilased on the total counting.
Blood smears were prepared and stained with thtariti®rov kit (Newprov, Pinhais,
Brazil). The slides were examined under a commaft limicroscopy at 1000x
magnification. The percentage of cell subpopulatisas calculated based on the count

of 100 cells.

2.7 Lymph node, spleen and bone marrow’s cells coting



137 After sacrifice, the femur, spleen and inguinal phmode were removed. The
138  femur was perfused with 1 mL of PBS for the isaatiof bone marrow cells. The
139  spleen was removed, triturated with 5 mL PBS ansk@a through a silk sieve. The
140 inguinal lymph node was removed and triturated withmL RPMI medium

141  supplemented with L-glutamine and 10% fetal boveaseum. Nine volumes of the
142  cellular suspension were added to 1 volume of 0.@b@stal violet dissolved in 30%
143  acetic acid and the cells were counted using ahblige Neubauer chamber (Sigma)

144  under a common light microscopy at 400x magnifarati

145 2.8 Quantification of cytokines by the CBA technige

146 The cytometric bead array (CBA) technique was usedhe quantification of
147  IL-12, MCP-1, IL-6, IL-10, TNFe, and IFNy. The mouse inflammatory cytokine kit
148 was obtained from Becton Dickinson Biosciences (Sase, CA, USA). Serum or
149  bronchoalveolar lavage (BAlsamples obtained 12 h after the CLP, were centgduag
150 1500 rpm for 10 min at room temperature for thecipitation of debris. Next, 25 pL of
151 the standard, provided by the manufacturer, ostmeples to be tested was mixed with
152 the detection reagent from the kit. The samplesewacubated 2 hours at room
153  temperature, protected from light. After, the saasphere suspended in 500 pL of wash
154  buffer to each assay tube and centrifuge at 200¢b fninutes. The samples were
155  suspended in 150 pL of wash buffer to each asssydnd read in a FACSCalibur flow
156  cytometer (Becton Dickinson). The cytometer wasbcaled using three samples of
157  setup beads previously incubated with FITC or RByithout any developing reagent
158  according to manufacturer instructions. After regdof the standards and samples, the
159 data were analyzed with the BD CBA Isotype Analysi$tware (Becton Dickinson).

160 The results are expressed as pg/mL for each cygokin
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2.9 Hydrogen peroxide assay

To evaluate KO, release, a horseradish peroxidase-dependent phedol
oxidation micro assay was used (Pick and Mizel,11%8ck and Keisari, 1980). In this
assay two million peritoneal cells were suspendetl mL freshly prepared phenol red
solution that consisted of ice-cold Dulbecco’s P&ftaining 5.5 mM dextrose, 0.56
mM phenol red (Sigma) and 8.5 U/mL horseradish xidese type Il (Sigma). One
hundred microliters of the cell suspension weresddd each well, and incubated in the
presence or not of 10 ng phorbol myristate acii@A) (Sigma), for 1 h at 3T in a
humid atmosphere containing 5% £&hd 95% air. The plates were centrifuged once at
150x g for 3 min and the supernatants were colleatal transferred to another plate.
The reaction was stopped with 10 pL 1N NaOH. Theodiance was measured at 620
nm with a micro plate reader (MR 5000, Dynatechdratories Inc., Gainesville, VA,
USA). Conversion of absorbance to uMQ4 was done by comparison to a standard

curve obtained with known concentrations o0 (5—40uM).

2.10. Statistical Analysis

Results were expressed as the mean * standardidevitatistical analysis was
performed using the test or analysis of variance (ANOVA) followed byultiple
comparison test (Newman-Keuls) using the GraphRain software, version 5.0. The
differences were considered to be significant wipert 0.05. Mice lifespan was
demonstrated using the Kaplan-Meier curve anddfeadnk statistical test was applied

to compare the curves. All experiments were regeiateat least two times.

3. Results

3.1 Effect of pretreatment with Tsv on the lethaliy induced by CLP
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The sepsis induced by CLP was lethal to 100% ofatfienals 24 hours after
CLP. In sharp contrast, 100% of the animals pregceavith Tsv 6 h before CLP were
still alive 5 days after CLP.
3.2 Effect of pretreatment with Tsv on pulmonary iflammation

CLP induced pulmonary inflammation with cellularfiltmation, vascular
congestion and hemorrhage. Vascular congestiorhantbrrhage were not present in
the group pretreated with Tsv (Table 1), but caluhfiltration, which was identified
via histological analysis of the lungs (Table 1 d&id. 1A, B) and the evaluation of
cells recovered by bronchoalveolar lavage (BAL)revpresent in reduced numbers
(Fig. 1C). The envenomatiquer se did not alter the number of cells in the BAL (PBS
group, 14+6x1b cells/mL vs. Tsv group, 10+6x1D cells/mL). It is important to
emphasize that the CLP+Tsv group exhibited the saumeber of cells in the BAL as
the non-septic mice.
3.3 Production of cytokines

Cytokine production was analyzed both systemic@lb, in the blood) (Table
2) and in the lungs (i.e., in the BAL) (Table 3).the animals that were not subjected to
CLP (i.e., the PBS group), Tsv (i.e., the Tsv ghodpd not induce systemic or
pulmonary production of any cytokines, with the epiion of systemic IL-10. In the
animals subjected to CLP, increased systemic ptadutevels of TNFe, IFN-y, MCP-
1, IL-6 and IL-10 were observed, but only MCP-1 dind were elevated in the lungs.
Pretreatment with Tsv (i.e., the CLP+Tsv group) mldd modify the cytokine profile in
septic animals, even compared to the Tsv groupmseptic mice, with the exception
of the large amount of systemic IL-10.

3.4 Effect of pretreatment with Tsv on inflammatory cell recruitment



208 The envenomation did not induce alterations in tibtal or differential cell
209 counts in the peritoneal caviper se. The CLP induced an increase of the total cell
210 number in the peritoneal cavity that was not attdrg Tsv pretreatment. However, the
211 differential cell counts in the CLP+Tsv group releel an increased number of
212 macrophages and a reduced number of neutrophils whepared to the PBS group
213  (Table 4).

214 3.5 Hematological alterations

215 Prophylactic treatment with Tsv reversed the pdragrease in the number of
216  neutrophils that was induced by sepsis. Howevecenpretreated with the venom
217  presented increases in the percentages of lympé®eytd monocytes when compared
218  to the control group (Fig. 2).

219 3.6 Effects of pretreatment with Tsv on lymphoid ogans

220 The envenomation did not induce alterations intitvee marrow and spleen cell
221  numbers, but the treatment induced a decrease a@nlyimph node cell number.
222 Pretreatment with Tsv reduced the numbers of boagaw, lymph node and spleen
223 cells when compared to the CLP group (Table 5).

224 3.7 Effect of pretreatment with Tsv on the peritonal cell activation induced by
225 CLP

226 Pretreatment with Tsv significantly increasedvivo hydrogen peroxide release
227 by peritoneal cells when compared to the controugr The venom increased the
228 vivo spontaneous and PMA-stimulated®d released by peritoneal cells (Fig. 3). No
229  H,0; secretion was induced by Tsv in non-septic mice.

230

231 4. Discussion

10



232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

This study demonstrated the protective effects bk tsubcutaneous
administration of Tsv on CLP-induced sepsis. Tgedted 6 h prior to CLP protected
the animals against lung inflammation and deatlsedly sepsis.

Sepsis is recognized as one cause of lung injumy, i this study, an indirect
insult on the lungs was likely achieved. The obedrsigns of lung inflammation were
caused by cytokines or other mediators releasedbiioiod as a result of peritonitis; the
main target of these mediators is represented bygnary endothelial cells (Rocco and
Pelosi, 2008). Thus, the vascular congestion, hdrage and cellular infiltration found
in the lungs of septic animals without Tsv pretneanit might have been caused by
inflammatory cytokines (i.e., TNE; IL-6 and MCP-1) that were released into the
blood and that then acted on lung vessels and ekt cells. During sepsis,
proinflammatory cytokines, such as IL-6, TNFIL-12, MCP-1, among others, are up-
regulated and play roles in the complex networlntéractions associated with sepsis
(Cavaillon et al., 2003). Because inflammatory amdi-inflammatory cytokines are
involved in the dysfunctions observed during sepsesfirst investigated the production
of selected cytokines (i.e., IL-6, IL-12, TNE- IL-10 and MCP-1) under those
conditions and the effects of Tsv pretreatmentydakine production.

Here, pretreatment with Tsv failed to modify thevdis of inflammatory
cytokines found in the blood 12 h after CLP butréased the level of IL-10 found in
the sera from septic animals. This increase wasctit in non-septic mice receiving
Tsv and in greater amounts in the septic groupgatgd with Tsv. This overproduction
of IL-10 that was induced by Tsv in septic miceelik protected the animals against
sepsis lethality and lung inflammation. We previguslemonstrated that Tsv
administration via the subcutaneous route promegietemic alterations in cellular

mobilization and cytokine secretion. In fact, imflanatory and anti-inflammatory
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cytokines are also produced during human modeoasevere envenomation (Fukuhara
et al., 2003) and in experimental models of enveat@n using Tsv (Petricevichi and
Pefa, 2002; Pessini et al., 2003).

Despite the rapid production of inflammatory cytwds (i.e., TNFa and IL-6
were produced 30 and 120 min after Tsv administnatrespectively), significant
production of the inflammatory cytokine IL-10 occenl 6 h after Tsv administration
(Fialho et al., 2011). This time corresponded wita time at which we induced the
CLP in the mice; thus, the milieu was primarily getsistently anti-inflammatory. This
effect could explain the observed reduction of lurftammation and the improvement
in survival.

IL-10 has also been detected after human envenom@tukuhara et al., 2003)
and in models of moderate to severe envenomatitnfwiserrulatus (Petricevichi and
Pefa, 2002)Centruroids noxius andAndroctonus australis hector venoms (Petricevich,
2006;Adi-Bessalem et al., 2008), which are all scorpitvom the Buthidae family. IL-
10 is a mediator that is released as a part af@atory mechanism that limits collateral
damage when an immune response is established éMaal., 2001). Our results are
consistent with those reported for experimentalogoxemia (Gérard et al., 1993) and
CLP-induced sepsis (Van Der Poll et al., 1995)ximch IL-10 production was related
to protection against lethality.

Peptides with antimicrobial activity can be detdcte venoms from African
scorpions, as described previously (Conde et @0p2Corzo et al., 2001; Moerman et
al., 2002). In theTityus genus, one report demonstrated that antibactpeptides
isolated fromT. discrepans exhibited activity against Gram-positive and Graegative
bacteria (Diaz et al., 2009). However, working witlnde venoms frond. serrulatus

andT. bahiensis, another group found no activity against the Gramsipve bacterium
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Saphylococcus aureus (Ciscotto et al., 2009). The bactericidal activafycrude venom
is possible and was described in a recent study tlsad venom isolated from
Heterometrus xanthopus (Ahmed et al., 2012). In ouin vivo experiments, the effect of
Tsv on peritoneal and/or blood Gram-negative ebterteria that extravasated after
CLP could be one feature that improves sepsis c#soin mice. Thein vivo
bactericidal activity of scorpion venom was demaatstd in a recent study (Cao et al.,
2012).

In addition to the possible bactericidal effects sabrpion venoms, indirect
activity via the production of microbicidal prodscby leukocytes could also be
associated with the survival index. In a CLP maoafesepsis, the first leukocytes that
contact extravasated bacteria are macrophages astaglls in the peritoneal cavity,
which is the initial locus of the inflammatory réi@n during CLP-induced sepsis.

Here, we demonstrated that peritoneal cells froimals pretreated with Tsv
produced more kD, ex vivo than those from mice submitted only to CLP; evesran
H.O, was produced when such cells were co-stimulateld phibrbol myristate acetate
(PMA). Macrophages and neutrophils are involve®¥production, and both of these
cell types were present in the peritoneal cavitiethe CLP and Tsv-pretreated groups.
In the CLP group, the number of neutrophils washéigthan the number of
macrophages. In the Tsv-pretreated group, the nuwibmacrophages was increased
and the number of neutrophils was decreased cochgaréhe CLP group. A similar
pattern in the number of monocytes and neutrophdls observed in the blood; at the
same time, a reduction in the number of cells waserved in the lymphoid organs.
Previously, we demonstrated that 6 h after the walpeous administration of Tsv, the
number of neutrophils was increased in the bloeid;ttme corresponded to the moment

of sepsis induction in this study. However, the treghil number in the peritoneal
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cavity was not changed by subcutaneous Tsv admatiest (Fialho et al., 2011). Taken
together, the data described above allow us tousgtecthat in the Tsv-pretreated
animals, there was a mobilization of immune cefltenf the lymphoid organs to the
blood and subsequently towards the peritoneal ywawthich is the focus of
inflammation after CLP. In the peritoneal cavithetphagocytes stimulated by Tsv
interacted with bacteria that extravasated from deeum. The subsequent high
production of HO, gives phagocytes an advantage when killing bactdn fact,
phagocytosis and the production of@4 and nitric oxide (NO) were observeavitro

in Tsv-stimulated macrophages (Petricevich, 2008&trievich et al., 2008). The
augmented number of macrophages in the peritore#ycof Tsv-pretreated mice may
be related to the activation of neutrophils anddesg macrophages because these cells
may produce MCP-1 (Speyer et al., 2004; Hendersah,&003).

Neutrophils are important effectors in the contblCLP-induced sepsis, and
early neutrophil depletion prior to CLP is assoaiatvith high bacteremia and rapid
death in animals (Hoesel et al.,, 2005). The outcahesepsis is correlated with
neutrophil migration to the peritoneal cavity, ghd presence of few neutrophils in the
focus of the inflammatory response is associated avivorse prognosis (Alves-Filho et
al., 2005; Alves-Filho et al., 2010). Consideritg involvement of immune cells, our
results suggest that after Tsv pretreatment, meutrophils in the blood were ready to
migrate towards the peritoneal cavity soon afterttigger of sepsis by CLP; as a result,
extravasated bacteria were killed by neutrophild aracrophages, which were both

activated by Tsv, thus avoiding the establishméftal sepsis.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Pulmonary inflammation in septic mice trated with Tityus serrulatus
venom (Tsv). The mice were injected subcutaneously with PBSR)Car Tsv (200
png/kg) and submitted to CLP 6 h later. The BAL dlwas collected 12 hours after
CLP, and the lungs were removed and fixed in 10%n&iin. The lung histology of
either the CLP (A) or the Tsv group (B) was evatdaat 400x magnification. The
number of leucocytes in the BAL fluid was quantifigC). The results are expressed as

the meanszSD of 5 animals per group. *p<0.05 coethty CLP.

Figure 2. Differential cell counts in the blood ofseptic mice pretreated withTityus
serrulatus venom (Tsv). The mice were injected subcutaneously with PBSR)Car
Tsv (200 pg/kg) and submitted to CLP 6 h later.d8lesamples were collected 12 h
after CLP to prepare the slides. The results apeessed as the means+SD of 5 animals

per group. * p<0.05 compared to CLP.

Figure 3. Ex vivo hydrogen peroxide release by peritoneal cells frorseptic mice
treated with Tityus serrulatus venom (Tsv). The mice were injected subcutaneously
with PBS (CLP) or Tsv (200 pg/kg) and submittecCtd® 6 h later. The peritoneal cells
were collected 12 h after CLP and were culturethenpresence or absence of PMA to
quantify HO, secretion. The results are expressed as the neBnsit5 animals per

group. *p<0.05 compared to CLP, #p<0.05 comparesptmtaneous release.
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Table 1. Evaluation of pulmonary inflammation. The mice were injected
subcutaneously with PBS (CLP) or Tsv (200 pg/kg) sumbmitted to CLP 6 h later. The
lungs were removed and fixed in 10% formalin 12rsaafter CLP. The lung histology
of either the CLP (A) or the Tsv group (B) was exed at 400x magnification.

CLP CLP+Tsv
Hemorrhage 2.3+0% 0.0+0.0*
Vascular congestion 3.0+0.0 0.0+0.0*
Cell Infiltration 2.3+0.5 1.0+0.0*

®The results are expressed as the means + SD fimstores: 0-absent, 1-weak, 2-moderate, 3-strong.

N =5 animals per group. * p<0.05 when comparecbiutrol.

Table 2. Cytokine levels in the serum of non-septiar septic mice treated withTityus
serrulatus venom (Tsv). Mice were injected subcutaneously with PBS or T200(
pno/kg). A half of the animals in each group werbjscted to CLP 6 h later (CLP and
CLP+Tsv). The blood was collected 18 hours after T8v injection (i.e. 12 hours after
the CLP). The cytokines levels were performed engarum using CBA assay.

PBS Tsv CLP CLP + Tsv
MCP-1 96.7+5.8 93.3+15.3 30,493.0+2470321,007.0+28129.0
IL-12 44.3+11.7 42.9+12.4 50.0+10.1 50.0+£13.0
IL- 6 28.2+20.8 17.6+7.9 1,099.0+2822.0 1,099.04303
TNF-a 31.3+6.4 34.7+5.8 321.1+130.6 417.2+202.4
[FN-y 4.3+0.4 5.0+£1.2 8.2+1.6 6.2+1.5
IL-10 87.9+4.7 111.7+10 269.7+109.6 1,343.0+£1099.0*

means = S.D. of 5 animals per group (pg/mL)
*p< 0.05 when compared to PBS grotp< 0.05 when compared to CLP group



Table 3. Cytokine levels in the bronchoalveolar laage from non-septic or septic

mice treated with Tityus serrulatus venom (Tsv).Mice were injected subcutaneously
with PBS or Tsv (200 pg/kg). A half of the animadseach group were subjected to CLP
6 h later (CLP and CLP+Tsv). The bronchoalveolaadge fluid was collected 18 hours
after the Tsv injection (i.e. 12 hours after theRJLThe cytokines levels were performed

in the BAL using CBA assay.

PBS Tsv CLP CLP + Tsv
MCP-1 55.0+5.8 58.0+13.0 78.0+10.9 92.0+£37.7*
IL-12 33.9+6.8 37.1+12.8 44.3+9.3 40.0+£12.9
IL-6 16.5+9.4 13.0+0.9 177.4+13.7 380.3+341.4*
TNF-a 62.2+40.8 50.0+15.6 45.4+£31.5 66.7+44.1
IFN-y 3.7£1.2 4.3+1.4 4.1+0.9 3.9+1.1
IL-10 213.6+£109.7 287.3+141.9 350.0+110.5 283.6298.

mean = S.D. of 5 animals per group (pg/mL)
*p< 0.05 when compared to PBS group.
*p < 0.05 when compared to Tsv group.

Table 4. Total and differential cell counting in the peritoneal cavity from non-septic
or septic mice treated with Tityus serrulatus venom (Tsv). Mice were injected
subcutaneously with PBS or Tsv (200 pg/kg). A ledlthe animals in each group were
subjected to CLP 6 h later (CLP and CLP+Tsv). Taetpneal cells were collected and
counted 18 hours after the Tsv injection (i.e. d@rs after the CLP).

PBS Tsv CLP CLP + Tsv
Total 1.2+0.7 1.3+0.2 4.6+0.8 4.2+0.7

Macrophage 1.1+0.1 1.1+0.2 0.5+0.2 1.7+1.0*
Neutrophils 0.0+0.0 0.0+0.0 3.9+0.9 2.3+1.7*
Lymphocytes 0.1+0.1 0.1+0.1 0.310.1 0.2+0.1
Mast cell 0.0+0.0 0.1+0.1 0.0+0.0 0.0£0.0

2means * S.D. of 5 animals per group (¥/a.)
*p < 0.05 when compared to the CLP group.



Table 5. Evaluation of prophylactic treatment withTsv on the lymphoid organs from
non-septic or septic mice treated withTityus serrulatus venom (Tsv). Mice were
injected subcutaneously with PBS or Tsv (200 pg/kghalf of the animals in each
group were subjected to CLP 6 h later (CLP and Ai¥. The lymphoid organs were
collected and counted 18 hours after the Tsv iigedi.e. 12 hours after the CLP).

PBS Tsv CLP CLP + Tsv
Bone marrow 5.7+0.% 5.2+1.4 9.0+0.4 6.0+0.3*
Lymph node 4.4+0.4 2.7+0'5 11.0+1.6 6.0+0.8*
Spleen 5.6+1.4 6.5+0.8 14.0+1.6 8.0+0.5*

& The data are expressed as means * SD of 5 anp@atgoup (n=5/group)
*p< 0.05 when compared to PBS group.
*p<0.05 when compared to CLP group.
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The treatment with Tsv maintained 100% of septic mice alive.

The treatment with Tsv reduced the pulmonary inflammation in septic mice.
The Tsv induced an increase of regulatory IL-10 cytokine.

The Tsv decreased the neutrophil number in peritoneum and blood in septic
mice

The Tsv increased the hydrogen peroxide release in septic mice.



CONCLUSOES DA TESE:

e Os dois venenos interferem no recrutamento celular dos 6érgéaos
linféides, sugerindo efeito sobre a modulagéo da resposta imunoldgica;

e Os venenos induziram uma rapida resposta inflamatoria tempo-
dependente;

e O veneno de T. serrulatus causou inflamacéo sistémica.

e O veneno reduziu o edema pulmonar nos animais nos quais a sepse foi
induzida;

e O veneno promove a producdo de mediadores relacionados a resposta
inflamatoria e ativacao celular.

e O veneno € capaz de desenvolver uma resposta imunomodulatoria,
mantendo a resposta imunolégica em equilibrio, suficiente para controlar
a infeccao e manter a sobrevida dos animais infectados.

e O veneno de T. serrulatus € um produto natural, que reduziu fortemente
os efeitos deletérios induzidos pela sepse, uma vez que 100% dos
animais pré-tratados com o veneno sobreviveu e teve uma inflamacéo
pulmonar muito leve em comparacdo aos camundongos do grupo
controle;

¢ O veneno é imunoestimulante, pois houve ativacéo celular com liberagéo
de mediadores;

e O veneno de T. serrulatus induziu a producao de citocina regulatéria IL-
10 que contribuiu para a sobrevida dos animais sépticos.

¢ O veneno é uma bioproduto que futuramente podera ser utilizado como
um farmaco no controle de infec¢cdes e na manutencdo da resposta
imunologica em equilibio.
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