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INTRODUCAO

Os escorpides da familia Buthidae sdo considerados de importincia médica, pois as
toxinas de sua peconha sdo as mais potentes entre os representantes das 16 familias
descritas (LORET & HAMMOCK, 2001). No Brasil, os principais representantes dessa
familia sdo os escorpides do género Tityus. Os dados epidemioldgicos sdo obtidos
principalmente dos estados do sudeste do pais, onde o principal envolvido nos acidentes
¢ o T. serrulatus. Essa importancia acerca do mesmo deve-se ao fato de que a maioria
dos acidentes letais sdo ocasionados por esse animal. Ha fortes indicios na participagdo
da inflamacgéo através do envenenamento pelo Tityus serrulatus. Um dos indicios sdo a
dor e formacdo do edema no local da picada, o que pode ser mimetizado
experimentalmente. Devido ao fato de o veneno do T. serrulatus induzir nos
acidentados um aumento significativo de citocinas na circula¢dao sanguinea, como TNF-
a, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF (FUKUHARA ¢ cols., 2003; Magalhaes e cols., 1999),
admite-se que ocorra uma inflamagdo sist€émica. Adicionalmente, o edema pulmonar,
presente em casos graves de escorpionismo, € que pode levar a morte, parece ter um
componente inflamatoério com a participagdo do fator ativador de plaquetas (PAF)
(FREIRE-MAIA & De MATOS, 1993; De MATOS e cols., 1994). A fonte celular
dessas citocinas no envenenamento ¢ incerta, porém podemos incluir, entre outros tipos
celulares participantes, os macréfagos, uma vez que sdo células capazes de secretar
varias das citocinas citadas (como as IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF e o TNF-a),
contribuindo assim para a inflamag¢ao desencadeada no escorpionismo. Essas células sao
produzidas na medula 6ssea e liberadas como monodcitos, e posteriormente quando
migram para os diferentes tecidos e cavidades adquirem caracteristicas tecido-
especifica, permanecendo como células residentes (JOHNSTON, 1988). O
espraiamento dos macrdofagos representa um estado de ativagdo nos quais as células
emitem pseuddpodos e pode entdo contactar um agente estranho, e a subseqiiente a
fagocitose que impedem a multiplicagdo em demasia de um microrganismo no
organismo hospedeiro; em uma segunda instancia os peptideos originados da fagocitose
e digestdo do microrganismo serdo apresentados aos linfocitos T auxiliares através de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade do tipo II, originando uma
resposta imune adaptativa. Assim, estudos visando a ativacdo de macrofagos pelo
veneno do T. serrulatus podem ajudar a entender melhor a fisiopatologia do
envenenamento, bem como abrir a possibilidade de utilizagdo do veneno, ou
componentes deste, para outros fins onde a ativagdo de macrofagos ¢ importante


mailto:fhkwas@uol.com.br

OBJETIVOS

Objetivo geral: Investigar a ativacdo de macrofagos residentes peritoniais pelo veneno
de escorpido Tityus serrulatus.

Especifico: Avaliar o espraiamento desses macrofagos, retirados no periodo de 3, 6,12
ou 24 horas apés o envenenamento dos animais, e avaliar a participagdo do PAF no
espraiamento através do antagonista (WEB2170), apds o periodo de 24 horas.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados camundongos Swiss machos (24 a 39 g) provenientes e mantidos no
biotério da Universidade de Mogi das Cruzes com ragdo ¢ agua ad libitum e em ciclo
claro/escuro de 12 horas.

O veneno liofilizado do escorpido Tityus serrulatus (vTs) foi fornecido pela Segdo de
Venenos do Instituto Butantan, e mantido a -20°C até o momento de uso, quando foi
diluido em PBS estéril. O antagonista do PAF, WEB 2370 (5-(2-clorofenil)-3,4-dihidro-
10-metil-3-[(4-morfolinil)  carbonil]-2H,7H-ciclopenta  [4,5]  tieno[3,2-f][1,2,4]
triazolo[4,3-a][1,4] diazepino) foi cedido pela Boehringher Ingelheim, Alemanha.

No grupo controle foram injetados 300 pL. de PBS estéril,. Passadas 3, 6, 12 ou 24
horas, os animais foram sacrificados em atmosfera saturada de CO,, A cavidade
peritonial do animal foi lavada com SmL de PBS para que fossem retiradas as células
peritoneais, o lavado recolhido foi centrifugado por 10 minutos a 1000 RPM, o
sobrenadante foi descartado e o botdo celular ressuspenso em 1 mL de PBS, e as células
foram coradas com liquido de Turk e contadas em camara de Neubauer.

O teste de espraiamento foi determinado segundo o método descrito por Rabinovitch &
De Stefano (1973). Em placas de poliestireno com 24 pogos foram colocados laminulas
de vidros e adicionado 100uL de PBS contendo 1x 10° células, as placas foram
incubadas a 37°C durante uma hora. Passado esse periodo as laminulas foram retiradas
da placa e lavadas em PBS gelado para retirada das células ndo aderidas, e recolocadas
novamente nas placas para serem coradas com 250ul de corante Leishman por 5
minutos; este foi descartado, e posteriormente acrescentou 150uL de dgua tamponada
com 250uL de Leishman por 10 minutos. Apds este periodo as laminulas foram lavadas
com agua destilada e secadas ao ar livre, sendo posteriormente fixadas em laminas de
vidro com cola. As células foram avaliadas por microscopia optica no aumento de 1000
vezes, projetada em televisor através da camara modelo NO:OS-70D.

O espraiamento foi definido como a razio entre as células espraiadas e ndo espraiadas
entre um total de 100 células contadas por laminula. Os animais do grupo tratado foram
envenenados com 200ug/kg de (vTs), diluido em 300uL. de PBS estéril, administrado
por via intraperitonial. Passada 3, 6,12 ou 24 horas, os animais foram sacrificados por
em camara de CO;,

Para investigar a participagdo do PAF no espraiamento de macrofagos de animais
envenenados com o vTs, os animais foram tratados com um antagonista dos receptores
do PAF, o WEB2170 (3mg/kg) administrado por via intraperitonial 30 minutos antes do
envenenamento e, apds 24 horas os animais foram sacrificados, as células coletadas e o
espraiamento avaliado.

O procedimento para a retirada das células e avaliacdo do espraiamento para ambos os
grupos foi descrito anteriormente.

Os dados foram comparados por analise de variancia, seguindo comparagdes multiplas
pelo teste t de Student ndo pareado, com p<0,05 considerado significante.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos tempos indicados foi analisado o espraiamento dos macréfagos residentes da
cavidade peritonial, demonstrado pelos graficos do quadro abaixo.
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Figura 01: Indice de espraiamento de macréfagos da cavidade peritonial em varios
periodos, o grupo basal representa o grupo controle tratado com PBS. Os resultados
estao expressos como média + e.p.m. *P<0,05 em relagdo ao grupo.

Na figura 1 observa-se o aumento do espraiamento em diferentes tempos apds o
envenenamento, demonstrando que quanto maior o tempo apos a administragdo do vTs,
maior ¢ o numero de células espraiadas. Podemos inferir que o vTs induz o
espraiamento de macrofagos ex Vvivo, somente apos 12 horas de sua admistragao,
aumentando o indice na 24° hora em aproximadamente 28%. A produgdo de H,O,,
oxido nitrico, IL-6 e IFN-[] por macrofagos de camundongos Balb/c estimulados in
vitro com vTs havia sido demonstrada por Petricevich (2002). Nossos experimentos
corroboram de certa forma o resultado obtido por Petricevich (2002), mas demonstram
que pode haver a ativagdo dos macrofagos in vivo apds a administragdo do vTs. O
tratamento dos animais com o antagonista do PAF (WEB2170), reduziu o nimero de
células espraiadas em 33% na 24°hora, o que demonstra que possivelmente o PAF tenha
participa¢do na ativagdo de macrofagos pelo vTs. Esse fato pode ter implicagdes no
envenenamento, no qual, experimentalmente, ja havia sido demonstrada a participagao
do PAF no edema pulmonar (FREIRE-MAIA e MATOS, 1993).

CONCLUSAO

O veneno do escorpido Tityus serrulatus induz ativagdo (evidenciada pelo
espraiamento) in vivo de macrofagos residentes na cavidade peritonial. O PAF parece
ter importancia na indu¢do do espraiamento dos macrofagos pelo envenenamento com
o VvTs.
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