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RESUMO

Os acidentes ofidicos envolvendo as espécies do género Crotalus sdo considerados graves e
apresentam numero elevado de oObitos. Os efeitos desencadeados ap0os acidentes com este
género podem variar de forma intra e interespecifica em decorréncia da ampla variabilidade
da composicdo da peconha. Dessa forma, este trabalho avaliou os possiveis danos locais e
renais desencadeados pela peconha de Crotalus durissus ssp. do Estado da Bahia. Para tanto,
foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 20 e 22g separados em grupos
controle (inoculados com PBS) e peconha (inoculados com 1,5ug da pegonha de Cd-ssp). Os
danos locais foram avaliados pela quantificacdo da reacdo edematogénica local, de citocinas
(IL-6 e IL-1pB) e pela migragdo leucocitaria. Danos miotdxicos foram avaliados pela anélise
dos niveis de Creatina quinase (CK). A toxicidade renal foi avaliada, seguindo tempos de
exposicao a peconha de 6, 12, 24 e 72horas, a partir da analise dos niveis séricos de creatinina
e ureia, das fracOes de excrecdo de sodio (%FENa) e de potassio (%FEK), dos niveis de
malondialdeido (MDA) e de mieloperoxidade (MPO) e, da expressdo génica do biomarcador
precoce de lesdo renal (KIM-1) e dos marcadores inflamatorios (IL-1p, CXCL-1 e IL-18).
Além disso, foi feita a analise histoldgica da regido interplantar do coxim plantar, da
musculatura do gastrocnémio e do tecido renal. Foi observado que a peconha de Cd-ssp
desencadeou: a) processo inflamatorio local, avaliado pela producdo de edema acentuado, de
II-1B, de 11-6 e pelo recrutamento de leucocitos para o local da inoculagdo; b) processo
miotoxico, indicado pelo aumento dos niveis de CK em 6, 12 e 24h ap6s a inoculagdo; c)
processo nefrotdxico confirmado pelo aumento dos niveis séricos de creatinina (24 e 72h),
pelo aumento da %FENa (24 e 72h), da %FEK (72h), pelo aumento de MPO e da expresséo
relativa do KIM-1 (12h), de 1I-1B (12h e 24h) e de CxCL-1(12h); d) aumento do processo
oxidativo do tecido renal pelo aumento dos niveis de MDA. A técnica histoldgica demonstrou
a presenca de infiltrado inflamatério e edema na regido interplantar, necrose e infiltrado
inflamatério na musculatura do coxim plantar e do gastrocnémio e ectasia vascular
intersticial, desorganizacao da arquitetura tubular com marcante vacuolizacdo e degeneragédo
do epitélio tubular renal. Conclui-se, assim, que a peconha de Cd-ssp promoveu alteraces
locais, diferentemente de outras Crotalus brasileiras e causou alteracBes renais comprovadas
por parametros bioquimicos, histologicos e moleculares.

Palavras-chave: Crotalus durissus ssp.; edema local; lesdo renal aguda; biomarcadores

renais.



ABSTRACT

The ophidian accidents involving species of the genus Crotalus are considered serious and
present a high number of deaths. The effects triggered after accidents with this genus can vary
intra and interspecifically due to the wide variability of the composition of the venom. Thus,
this study evaluated the possible local and renal damages triggered by the venom of Crotalus
durissus ssp. of the State of Bahia. For this, male Swiss mice weighing between 20 and 22 g
separated in control (inoculated with PBS) and venom (inoculated with 1.5 pg of the Cd-ssp
venom) were used. Local damage was assessed by quantification of the local edematogenic
reaction, of the cytokines (IL-6 and IL-1B) and by leukocyte migration. Myotoxic damage
was assessed by the analysis of creatine kinase (CK) levels. Renal toxicity was assessed,
following venom exposure times of 6, 12, 24 and 72 hours, from the analysis of serum
creatinine and urea levels, of the sodium excretion fractions (% FENa) and potassium (%
FEK), of the levels of malondialdehyde (MDA) and myeloperoxidase (MPO) and of the
inflammatory markers (IL-13, CXCL-1 and IL-18). In addition, the histological analysis of
the interplantar region of the plantar cushion, the gastrocnemius musculature and the renal
tissue was made. It was observed that the Cd-ssp venom triggered: a) local inflammatory
process, assessed by the production of marked edema, II-1B, I1-6, and the recruitment of
leukocytes to the site of inoculation; b) myotoxic process, indicated by increased CK levels at
6, 12 and 24h after inoculation; c¢) nephrotoxic process confirmed by increased serum
creatinine levels (24 and 72 hours), by the increase of % FENa (24 e 72h), of % FEK (72h),
by the increase of MPO and of the relative expression of the KIM-1 (12h), Il-1B (12h and
24h) and CxCL-1 (12h); d) increased renal tissue oxidative process by increasing MDA
levels. The histological technique demonstrated the presence of inflammatory infiltrate and
edema in the interplantar region, necrosis and inflammatory infiltrate in the plantar cushion
musculature and gastrocnemius and interstitial vascular ectasia, disorganization of the tubular
architecture with marked vacuolization and degeneration of the renal tubular epithelium. It
was concluded, therefore, that Cd-ssp venom promoted local alterations, unlike other
Brazilian Crotalus, and caused renal alterations confirmed by biochemical, histological and
molecular parameters.

Keywords: Crotalus durissus ssp.; local edema; acute kidney injury; renal biomarkers.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes ocasionados por serpentes no Brasil, especialmente por serpentes do
género Crotalus, sdo casos de emergéncia médica, por conta da frequéncia que acontecem e,
principalmente da gravidade dos efeitos. Por isso, inimeras pesquisas envolvendo as
peconhas dessas serpentes vém sendo realizadas pelo grupo de estudo do Laboratério de
Animais Peconhentos e Herpetologia (LAPH/UEFS) na busca de um melhor entendimento
dos mecanismos de acédo destas peconhas.

As Crotalus durissus, popularmente conhecidas como cascavéis e Unica espécie de
serpentes deste género encontrada no Brasil, se enquadram no grupo de serpentes com
problemas quanto a definicho do seu status taxonémico, apresentando populacdes
heterogéneas, mesmo tendo algumas subespécies com alguma similaridade entre si. As
Crotalus durissus ssp (Cd-ssp) se distribuem geograficamente pelo Estado da Bahia e,
apresentam uma ampla variabilidade. Testes preliminares envolvendo caracteres
morfologicos, de morfometria geométrica craniana e de biologia molecular, confirmaram a
existéncia de uma nova subespécie de cascavel no Estado da Bahia.

Devido a existéncia de varia¢fes individuais e/ou populacionais na composi¢do e nos
efeitos das peconhas de serpentes, estudar os efeitos desencadeados por ela é fundamental
para o reconhecimento dos sintomas clinicos e da terapia frente aos acidentes. Este fato torna
importante a investigacdo de possiveis reacdes inflamatorias locais desencadeadas pela
peconha da serpente Crotalus durissus ssp, eventos estes caracteristicos de algumas serpentes
da familia Viperidae.

Uma das complicagdes mais graves apds um acidente crotalico, que inclusive pode
aparecer apos administracdo do tratamento especifico e resultar em dependéncia dialitica dos
individuos acidentados, é a injuria renal aguda (IRA), o que merece também uma atencédo
especial. Este dano pode elevar os niveis séricos de creatinina e ureia, alterar os padrbes
eletroliticos e, culminando numa grande desordem no equilibrio do organismo. No entanto,
avaliacBes bioguimicas usuais, como analise dos niveis séricos de ureia e creatinina, sdo
pouco especificas e sensiveis as lesdes renais precoces, sendo de suma importancia a analise
conjunta com biomarcadores moleculares, a fim de identificar precocemente a IRA e entender
a fisiopatologia renal do empegonhamento.

Além disso, muitos estudos envolvendo danos renais apds acidentes com Crotalus se
limitam a técnica de perfusdo, a qual ndo reproduz a realidade dos agravos no tecido dos rins

por ser um experimento apenas com o Orgao isolado, uma vez que 0s rins apresentam um
18



eficiente mecanismo de autorregulacéo do fluxo de sangue. Sendo assim, o detalhamento dos
danos renais num sistema completo faz-se necessario.

O presente trabalho, portanto, visa demonstrar experimentalmente os possiveis danos
locais e renais desencadeados pela peconha da serpente Crotalus durissus ssp. e, contribuir,
dessa forma, para o melhor entendimento da evolugéo dos efeitos clinicos desencadeados pela

peconha e, instigar novos estudos para o desenvolvimento de condutas terapéuticas eficientes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar danos locais e renais desencadeados pela peconha de Crotalus durissus ssp. do

Estado da Bahia em modelo experimental in-vivo.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar os eventos associados a inducdo da resposta inflamatoéria local provocados
pela peconha de Crotalus durissus ssp.;

e Avaliar a atividade miotoxica induzida pela peconha de Crotalus durissus ssp.,
utilizando o parametro bioguimico CK total;

o ldentificar as alteracdes nos parametros bioquimicos tradicionais da funcao renal em
camundongos gerados pela inoculacdo da peconha de Crotalus durissus ssp;

e Avaliar as principais alteracdes histologicas renais e musculares desencadeadas pela
peconha de Crotalus durissus ssp;

e Investigar a atividade de mieloperoxidade (MPQO) no tecido renal de camundongos
inoculados com a peconha de Crotalus durissus ssp.;

e ldentificar o perfil oxidativo renal apés o empeconhamento dos camundongos
inoculados com a peconha de Crotalus durissus ssp;

e Avaliar o perfil molecular da expressao de mRNA de marcadores precoces associados
com o processo de lesdo renal e inflamatérios sobre o tecido renal de camundongos

inoculados com a peconha de Crotalus durissus ssp.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O género Crotalus: Aspectos gerais

As serpentes sdo animais vertebrados, carnivoros e ectotérmicos que pertencem a
classe Reptilia, ordem Squamata e subordem Serpentes (REPTARIUM, 2017). Elas s&o
componentes importantes da biodiversidade, pois, ao mesmo tempo em que controlam o
namero de roedores, também fornecem compostos bioativos naturais, como peconha e suas
toxinas, 0os quais sdo muito utilizados na farmacologia para a producdo de diversos tipos de
medicamentos (EVANGELISTA, 2008; KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006).

As serpentes do género Crotalus pertencem a familia Viperidae, a subfamilia
Crotalinae e sdo causam, no Brasil, um grande nimero de acidentes (REPTARIUM, 2017;
BRASIL, 2010). Popularmente conhecidas como cascavéis, sdo robustas, pouco &geis, de
habito terrestre e, facilmente reconhecidas por possuirem um guizo/chocalho na extremidade
da cauda (Figura 1). Apresentam fosseta loreal, 6rgdo sensorial termorreceptor situado entre
os olhos e a narina e, presas moveis inoculadoras situadas na por¢cdo anterior do maxilar
(Figura 2) (BRASIL, 2001; CARDOQOSO et al., 2009). Este género é originado na América do
Norte, dispersando-se até a América Central e do Sul (ECHEVERRYGARAY et al., 2001) e,
compreende, na atualidade, 47 espécies (UETZ; FREED; HOSEK, 2017).

Dentro deste género, a espécie Crotalus durissus (Linnaeus, 1758) é a Unica
representante encontrada no Brasil, pois foi a Unica a apresentar populagdes com dispersdo
gradual do seu centro de origem no México para a América Central, e posteriormente para o
Norte e Sul da América do Sul (WUSTER et al., 2005; PLACE; ABRAMSON, 2004;),
colonizando areas em formacgdes sazonalmente secas, savanas e florestas sazonais secas,
porém nunca em floretas tropicais (WUSTER et al., 2005).

Das subespécies de Crotalus durissus reconhecidas no Brasil, tem-se as C. d.
cascavella descrita para toda regido Nordeste do Brasil, indo até o extremo Nordeste de Minas
Gerais; C. d. collilineatus, encontrada no Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo e Sul
do Brasil; C. d. marajoensis que tem como habitat Ilha de Marajo; C. d. ruruima que tem
como habitat o cerrado do Estado de Roraima; e C. d. terrificus, encontrada em Minas Gerais,
Sdo Paulo, Santa Catarina, Parand, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul (BOLDRINI-
FRANCA et al., 2010).

As Crotalus durissus se enquadram no grupo de serpentes com problemas quanto a
definicdo do seu status taxonémico, uma vez que as espécies e subespécies foram
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identificadas morfologicamente a partir dos padrdes do tamanho, coloracdo e da escamacéo
do corpo, levando a formacdo de um grupo sistematicamente complexo, mal definido e com
populacdes heterogéneas, mesmo com algumas subespécies apresentando alguma similaridade
entre si (WUSTER et al., 2005).

Da necessidade de se utilizar espécimes deste grupo de animais como fornecedores de
matéria-prima para a fabricacdo de soros envolvidos na producdo de imunobioldgicos no
Estado da Bahia, surgem questionamentos por parte de bioquimicos e toxinologitas sobre o
status taxindbmico do Complexo Crotalus durissus. Esta situacdo levou a equipe do LAPH-
UEFS a reavaliar o status taxindmico das cascavéis, utilizando técnicas tradicionais
envolvendo caracteres morfoldgicos e de morfometria geométrica craniana (ANDRADE,
2009), sendo entdo possivel detectar uma nitida distin¢do entre os espécimes de cascaveis
sinonimizados, com a formacao de um clado distinto para o Estado da Bahia e para a regido
Sudeste do Brasil. Além disso, 0 emprego de técnicas de biologia molecular, como marcador
molecular de diferentes regides mitocondriais, foi possivel confirmar a existéncia de uma
nova subespécie de cascavel no Estado da Bahia (ANDRADE, 2009).

Esta nova subespécie, Crotalus durissus ssp, € a serpente de interesse desse estudo,
que se distribui geograficamente pelo ecossistema caatinga e em regido de Mata Decidual,
dentro do Estado da Bahia (BIONDI et al., 1994) e, apresenta uma ampla variabilidade
bioquimica e farmacoldgica. Em estudo preliminar, perfis cromatograficos e eletroforéticos,
realizados com a peconha desta serpente (BIONDI, et al., 2004) demonstraram a existéncia de
uma grande similaridade desta pegonha com as de C. d. cumanensis e Crotalus vegrandeis,
provenientes da Venezuela (AGUILAR; GIRON; RODRIGUES-ACOSTA, 2001).

A controversa taxonomia presente neste grupo, atrelado aos padrbes de variagOes
geograficas por se tratar de uma espécie amplamente distribuida, fazem das cascaveéis do
Brasil um importante modelo para investigar a composi¢do e o efeito das suas pegonhas
(WUSTER et al; 2005; VANZOLINI & HEYER, 1985; CHIPPAUX et al., 1991). Estudar as
variagdes individuais e/ou populacionais que ocorrem na composicdo e nos efeitos das
peconhas de serpentes é de importancia fundamental para o reconhecimento da patologia e
terapia dos acidentes ofidicos (CHIPPAUX et al., 1991).
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Figura 1 - Imagem da serpente Crotalus durissus ssp com guizo na extremidade da
cauda.

Fonte: Laboratorio de Animais Pegonhentos e Herpetologia (LAPH-UEFS).

Figura 2 - Foto de Crotalus durissus demonstrando presas mdveis inoculadoras de

peconha (A); e seta indicando o 6rgao termoreceptor (fosseta loreal) destes animais (B).

Fonte: http://www.viaradicalbrasil.com/venenosos.

3.2 Epidemiologia
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O acidente ofidico, especialmente ocasionado por serpentes peconhentas, em virtude
da gravidade dos casos e da frequéncia que ocorre, constitui ainda um tema de relevancia
clinico-epidemioldgica e um importante problema médico. Este fato é particularmente mais
grave nos paises subdesenvolvidos das regiGes tropicais e subtropicais, uma vez que as
populagdes, nessas regides, sofrem de alta morbidade e mortalidade por conta do acesso
precario aos servicos de salde (GUTIERREZ, 2010; KASTURIRATNE, 2008).

O temor pelas serpentes encontra-se impregnado no imaginario popular, muito embora
esse medo ndo tenha sido suficiente para motivar medidas eficientes no controle dos acidentes
provocados (CARDOSO et al., 2009). Estimativas apontam que ocorrem anualmente, no
mundo, cerca de 421.000 a 1.841.000 acidentes por serpentes peconhentas, com 20.000 a
94.000 mortes (KASTURIRATNE et al.,2008).

No Brasil, foram notificados, em 2008, 26.156 acidentes por serpentes com uma
incidéncia de 13,8/100.000 habitantes (BRASIL, 2009) e, no ano de 2010 ocorreram 29.505
casos de acidentes notificados pelo SINAN (MACHADO, BOCHNER, 2012). Em 2013 estes
nimeros aumentaram para 27.181 casos (BRASIL, 2014) e, segundo Bochner, Fiszon e
Machado (2014), houve 329.180 acidentes por serpentes no Brasil durante o periodo de 2001
a 2012, cujo aumento anual médio foi de 4.1%, colocando a Regido Nordeste em terceiro
lugar em nimeros de casos registrados. Mais recentemente, Chippaux (2015), avaliou o perfil
dos acidentes por animais peconhentos no Brasil utilizando uma série historica de 2001-2012,
destacando que a media de incidéncia anual aumentou para todos os grupos de animais
peconhentos analisados, com um maior percentual de mortalidade para os acidentes por
serpentes e, destacando em terceiro lugar a Regido Nordeste em incidéncia (14.3/100.000
habitantes) e em mortalidade (0.09 %).

No caso especifico dos acidentes por Crotalus durissus, foram registrados no Brasil
aproximadamente 8% dos casos de acidentes por serpentes notificados no pais, com letalidade
de quase 2% e com alta frequéncia de evolugéo para insuficiéncia renal aguda (MINISTERIO
DA SAUDE/SINAN, 2018). Num estudo epidemiol6gico retrospectivo entre o periodo de
1990 a 1993, no Estado da Bahia, pode-se identificar a ocorréncia de 245 acidentes graves,
nove 6bitos e 15 sequelados por Insuficiéncia Renal ap6s acidentes provocados por cascavéis
(BIONDI et al, 1994).

Analisando os dados de um recorte temporal de 2010 a 2016, ocorreram no pais
14.774 acidentes por serpentes do género Crotalus. No Estado da Bahia ocorreram 1.001
acidentes, ficando em quarto lugar no ranking nacional (Figura 3) (MINISTERIO DA

SAUDE /SINAN, 2018).
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Figura 3 - NUmero de acidentes causados por serpentes do género Crotalus no
periodo de 2010 a 2016 no Brasil.
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Fonte: Ministério da salide —SINAN (2018). Com alteraces.

Estudos recentes, utilizando dados secundarios, avaliaram o perfil dos acidentes por
serpentes nas Mesoregides do Estado da Bahia no periodo de 2010 a 2015. Esta investigacao
indicou um crescente aumento de acidentes por esta serpente quando comporado a estudos
anteriores. Dos 15.651 acidentes por serpentes, 850 foram causados por Crotalus que levou
13 individuos ao Obito, cuja evolucdo das manifestagdes clinicas e fisiopatoldgias
desenvolvidas foi desconhecida (Figura 4; Tabela 1) (BIONDI, 2018).
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Figura 4. Mapa com a espacializacdo do niumero de acidentes causados por serpentes

do género Crotalus nas Mesorregides e Microrregides do Estado da Bahia.
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Tabela 1 - Evolucéo clinica dos acidentes causados por serpentes, de acordo com o
agente etiologico identificado, no periodo de 2010-2015, ocorridos no Estado da Bahia,

Brasil.
Evolucéao do caso Total
et‘?glggtizo Cura Obito Ignorado
N % N % N % N %
Bothrops 9666 87,93 57 64,77 1.772 38,77 11495 7345
Crotalus 688 6,26 13 14,77 149 3,26 850 543
Micrurus 157 1,43 - - 19 0,42 176 1,12
Lachesis 58 0,53 - - 10 0,22 68 043
N&o peconhentas 424 3,86 3 3,41 50 1,09 477 3,05
Ignorado - - 15 17,05  2.570 56,24 2585 16,52
Total 10.993 100 88 100 4.570 100 15.651 100

Fonte: Biondi (2018).

3.3 Composi¢do quimica das peconhas de Crotalus durissus

De forma geral, as peconhas de serpentes sdo constituidas por misturas complexas de
proteinas, peptideos e enzimas, dentre outras substancias. Dependendo de fatores intrinsecos e
extrinsecos, como ontogenia, distribuicdo geografica, dieta, idade e sexo das serpentes, as
peconhas podem variar, assim como os seus efeitos bioldgicos (BRAZIL, 2011; WHITE,
2005).

A peconha crotalica apresenta uma ampla variedade de componentes inorganicos e
organicos. Os compostos inorganicos (cerca de 10%) incluem: sodio, calcio, magnésio, ferro,
zinco, cobalto e niquel, com funcbes importantes na ativacdo enzimatica. Dentre 0s
compostos organicos (cerca de 90%) estdo presentes as enzimas hidroliticas (fosfolipase A,
fosfodiesterases, fosfomonoesterases), as enzimas ndo hidroliticas (L-aminoacido-oxidase -
LAAO), as enzimas proteoliticas (endopeptidases, exopeptidases, colagenases, elastases,
arginina éster-hidrolases, hialuronidases e NAD-nucleosidases) e as toxinas caracteristicas
como a convulxina, giroxina, crotoxina, crotamina, proteinas do tipo trombina e peptideos,
alguns destes natriuréticos (BEGHINI, 2001). Estes componentes apresentam um conjunto
diversificado de acBes que interferem em varios processos fisiologicos, sendo responsaveis
por determinadas manifestacdes locais e sistémicas e pelas atividades miotoxica, neurotoxica,
nefrotdxica e coagulante (CASTRO, 2006; CISSA, 1997; CHIPPAUX et al., 1991).

A crotoxina foi a primeira neurotoxina isolada da peconha de cascavéis em 1938 por

Slotta e Fraenkl Conrat (CHANG E LEE, 1977). Ela é componente majoritario da peconha
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(50% das proteinas) e é clinicamente a mais importante, pois pode desempenhar tanto
atividades neurotdxicas, miotdxicas, hemoliticas, e atuar como agregantes de plaquetas
(LOMEDO et al., 2014; BEGHINI et al., 2004). Ela € uma neurotoxina pre-sinaptica que atua
na juncdo neuromuscular inibindo a liberacdo da acetilcolina pelos impulsos nervosos,
desencadeando, assim bloqueio neuromuscular e, consequentemente paralisias motoras e
respiratérias (BEGHINI et al., 2004; MARTINS et al., 2002).

Estruturalmente a crotoxina € um heterodimero ndo covalente formado pela associacéo
de duas proteinas: uma basica, hidrofobica e toxica denominada de fosfolipase A, (PLA,) e,
uma &cida nao tdxica denominada de crotapotina (Figura 5). A PLA; é um componente toxico
responsavel por desencadear efeitos farmacoldgicos ocasionados pelo complexo crotoxina. A
crotapotina ndo apresenta toxicidade, mas atua como um carreador de PLA,, dificultado a
formacdo de interacdes em sitios de acdo ndo especificos. Dessa forma, a atuacao sinérgica
destas duas subunidades é o que confere a alta toxicidade da peconha (LOMEO et al., 2014;
BEGHINI et al., 2004; ; SALVINI et al., 2001; FAURE; BON, 1988; SANTOS, 1988).

As PLA; apresentam uma diversidade molecular com formas cataliticamente ativas e
inativas e sdo classificadas em quatro grupos (I, 11, 111 e V), sendo as do grupo Il encontradas
nas peconhas das serpentes da familia Viperidea, onde estdo alocadas as serpentes do género
Crotalus (KINI, 1997). A PLA, quando dissociada do complexo crotoxina, é capaz de
desencadear a formacdo de edema, inflamag&o e mionecrose, podendo levar a morte (COSTA,
2008; RANGEL-SANTOS et al., 2004; KINI, 1997; GOPALAKRISHNAKONE et al., 1984).

Figura 5 - Estrutura 3D do complexo crotoxina.
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Fonte: Gasanov et al. (2014).

A crotamina, isolada em 1956 por Gongalvez e Arantes, € uma proteina béasica e

miotoxica que possui toxicidade leve. N&o ha um consenso sobre seu mecanismo de acéo,
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entretanto, estudos sugerem que seu principal local de acdo seja a membrana plasmatica de
células da musculatura esquelética, onde interage com canais de sodio (Na®), aumentando o
influxo deste ion nas células musculares. Esta capacidade de despolarizacdo do potencial de
membrana pode produzir contratura muscular esquelética de origem periférica como paralisia
e espasmos, além de um processo degenerativo (vacuolizacdo) e morte do tecido (necrose)
(LOMONTE et al., 2003; NICASTRO et al., 2003; CHEYMOL et al., 1971).

A giroxina, isolada por Barrio (1961), ¢ uma glicoproteina toxica nao letal.
Bioquimicamente, ela é semelhante a trombina e apresenta acao fibrinolitica. Dessa forma, é
capaz de converter o fibrinogénio em fibrina e, assim, aumentar o tempo de coagulacdo do
sangue (CUNHA; MARTINS, 2012; SANO-MARTINS et al., 2001). Pode, ainda, atuar sobre
0 sistema nervoso central, levando a lesdo labirintica (SEKI et al., 1980), caracterizada por
movimentos rapidos de rotacdo do corpo de camundongos e produzir sindrome convulsiva
nos mesmos (BEGHINI. et al., 2004).

A convulxina foi isolada por Prado-Franceschi & Vital Brazil (1981), os quais
demonstraram a capacidade desta toxina induzir convulsbes e disturbios respiratorios e
circulatérios em animais experimentais como camundongos, gatos e cdes. Ela é uma
glicoproteina responsavel pela inducdo de alteracdes de equilibrio como rotacfes ao longo do
eixo longitudinal do corpo dos animais, alteragdes gastrointestinais, distarbios respiratérios,
taquicardia levando a dispnéia seguida de apnéia, aumento da salivacdo e alteracdes visuais
logo apos sua inoculacdo (CASTRO, 2006; ALEXANDER et al., 1988). Hematologicamente
produz agregacdo plaquetaria ligando-se fortemente aos receptores glicoproteicos VI
presentes nas membranas, causando distdrbios na hemostasia com subsequente isquemia
cerebral, podendo levar a convulses, seguida de 6bito (CUNHA; MARTINS, 2012; PRADO-
FRANCESCHI; BRASIL, 1981).

Peconhas com variacdes na composicdo tém provocado importantes implicacdes nos
acidentes humanos devido a dificuldade em realizar uma correlacdo segura entre o0 agente
etiologico e as manifestagdes clinicas, como também em estabelecer uma terapia que
responda adequadamente as manifestacbes clinicas desenvolvidas pelo acidentado
(CARDOSO; MOTA, 1997; DALTRY et al., 1996; CHIPPAUX et al., 1991).

3.4 Manifestacdes clinicas ap6s o empegonhamento

A maioria das peconhas exerce seus efeitos em quase todas as células e tecidos e suas

propriedades farmacologicas podem ser determinadas pela quantidade de um constituinte
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especifico e biologicamente ativo que se acumula num sitio de reconhecimento onde € capaz
de produzir injuria (CUNHA; MARTINS, 2012).

As manifestacdes locais, como a inducdo severa de edema, infiltracdo de leucdcitos e
liberacdo de varios mediadores inflamatorios estdo relacionadas ao empegonhamento de
serpentes da familia Viperidae, principalmente aquelas do género Bothrops e do género
Crotalus que habitam a América do Norte e Central (MARTINEZ-ROMERO et al., 2013;
CALVETE et al., 2010; GUTIERREZ et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2009; GUTIERREZ e
BOLANOS, 1980). Apds acidentes com as Crotalus brasileiras, estas respostas locais,
entretanto, sdo geralmente discretas, raramente apresentam dor, edema e eritema.
(AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HENRY, 2003).

As manifestacfes sistémicas sdo caracterizadas por acfes neurotoxicas, miotdxicas,
distarbios na coagulacdo, hepatotdxica e nefrotoxica (BRASIL, 2001). As manifestacdes
clinicas gerais como mal-estar, nauseas, prostracdo e cefaleia podem aparecer precocemente.
(CARDOSO et al., 2009; CASTRO, 2006; BRASIL, 2001).

Disturbios na coagulacdo apos acidente crotalico ocorrem devido a presenca de uma
proteina do tipo trombina que atua na cascata de coagulacdo sanguinea, convertendo o
fibrinogénio diretamente em fibrina. Este evento resulta na formagéo de uma rede de fibrina
mais instavel e susceptivel a acdo de agentes fibrinoliticos, podendo, consequentemente,
prolongar o tempo de coagulacdo (TC) ou tornar o sangue incoagulavel. Geralmente ndo ha
reducdo do numero de plaquetas e as manifestacdes hemorragicas, quando presentes, sdo
discretas e restritas as gengivas (CASTRO, 2006; SILVA, 2004; BRASIL, 2001).

Na atividade neurotdxica, a mais grave decorrente da peconha crotalica, o complexo
crotoxina age de forma pré-sinaptica, inibindo ou excitando determinados neurotransmissores,
0 que acarreta uma variedade de efeitos fisiopatoldgicos, como, por exemplo, a de inibir a
liberacdo de acetilcolina, principal fator responsavel pelo blogueio neuromuscular,
provocando paralisias motoras e respiratérias, manifestacbes caracteristicas do
empeconhamento crotalico (CASTRO, 2006; GUTIERREZ, 2002).

As principais manifestacGes neurotdxicas presentes nos acidentes crotalicos sdo a
ocorréncia de ptose palpebral uni ou bilateral, oftalmoplegia, visdo turva ou diplopia, derivada
da paralisia da musculatura extrinseca e intrinseca do globo ocular, por comprometimento do
terceiro par dos nervos cranianos. Geralmente, elas sdo evidenciadas nas primeiras seis horas
apos o acidente (AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HENRY, 2003). Altera¢cdes neuroldgicas
como convulsBes, distlrbios respiratérios, contratura ao contrario da coluna dorsal

(opistétono) e inducdo de alteracbes de equilibrio como rotacbes ao longo do eixo
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longitudinal do corpo dos animais podem ser desencadeadas pela agéo a toxina convulxina,
componente da peconha crotalica (CASTRO, 2006; ALEXANDER et al., 1988).

Os efeitos miotdxicos sistémicos, também conhecidos como rabdomidlise, sdo
caracterizados por lesGes degenerativas das fibras musculares esqueléticas, com a libertacdo
de substancias intracelulares, como mioglobina e creatina quinase (CK) para a circulacéo, que
a seguir, sdo excretadas na urina. A caracterizagdo clinica dessa acdo da pegconha é o
aparecimento de urina com coloracdo avermelhada ou marrom, traduzindo a eliminacdo de
quantidades variaveis da mioglobina (mioglobinaria) (PINHO et al., 2008; ROSA et al., 2005;
AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HENRY, 2003; HAAPANEN et al.,1988). Entretanto, so se
torna detectavel na urina com concentragdes plasmaticas superiores a 300 ng/ml, mas so
produz alteracdo da coloracdo da urina com concentracfes urinarias de 100 mg/dL, pois é
rapidamente depurada (AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HENRY, 2003; ; VANHOLDER et
al, 2000; FERRABOLL, et al, 1995).

O potencial nefrotdxico da mioglobina liberada apds processo de rabdomidlise é
amplamente reconhecido. Contudo, a fisiopaltologia da IRA é ainda pouco conhecida.
Sugerem-se como possiveis mecanismos o efeito toxico direta da mioglobina e/ou a obstrucao
tubular pelos cilindros formados pelo pigmento mioglobina (PINHO et al; 2008; PINHO et al.
2000).

Baseando-se nas manifestagdes clinicas e visando orientar a terapéutica a ser utilizada,
os acidentes crotalicos também séo classificados em leve, moderado e grave (Quadro 1). As
manifestacdes classificadas como leves sdo caracterizadas pela presenca tardia de sinais e
sintomas neurotoxicos discretos, com mialgia discreta ou sem mialgia e auséncia de
rabdomiolise. As moderadas caracterizam-se pela presenca precoce de sinais e sintomas
neurotoxicos discretos, mialgia discreta e a urina pode apresentar coloracdo alterada. Nas
manifestacBes graves, 0s sinais e sintomas neurotdxicos sdo evidentes e intensos (facies
miasténica, fraqueza muscular), a mialgia é intensa e generalizada, a urina é escura, podendo
haver oligdria ou andria (BRASIL, 2001).

O tratamento preconizado pelo Ministério da Salude para acidentes ofidicos consiste na
administracdo, mais precoce possivel, de soro especifico para cada tipo de acidente e, de
acordo com a gravidade do envenenamento. No caso dos acidentes com cascaveéis, 0 Soro € 0

anticrotalico (SAC) ou polivalente a depender do agente etioldgico (BRASIL, 2001).
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Quadro 1 - Classifica¢do quanto a gravidade e soroterapia recomendada.

Manifestacées Classificacao (Avaliacao Inicial)

e Tratamento Leve Moderada Grave
Facies miastémica/ ausente ou discreta ou evidente
Visdo turva tardia evidente
Mialgia uus.ente ou discreta infensa

discreta

Urina vermelha ou susente pouco evidente ou Cesente
marrom ausente P

L. . presente ou
Oliguria/Anuria ausente ausente ausente
Tempo de Coagulacac normal ou normal ou normal ou
(TC) alterade alterado alterado
Soroterapia
(n® ampolas) S 10 20
SAC/SABC*
Via de administragao intravenosa

* 8AC = Soro anticrotilico/SABC = Soro antibotrapico-crotilico.

Fonte: BRASIL, Ministério da satde (2001).

Outra complicacdo desencadeada ap6s o empeconhamento crotalico é a injuria renal
aguda (IRA) com degeneracdo e necrose tubular, sendo, inclusive, uma das alteragdes mais
graves e mais frequentes, bem como uma importante causa de 6bito (ALBUQUERQUE et al.,
2013; CASTRO, 2006; PINHO et al., 2000).

A IRA ¢é uma complicacdo sistémica e consiste na via final comum de muitas
diferentes doencas do rim e do trato urinario. Ela é definida quando os rins ndo sdo capazes de
remover oS produtos de degradacdo metabdlica do corpo ou de realizar as funcgdes
reguladoras. As substancias normalmente eliminadas na urina acumulam-se nos liquidos
corporais em consequéncia da excrecdo renal comprometida, e levam a uma ruptura nas
fungBes endocrinas e metabolicas, bem como a disturbios hidroeletroliticos e acidobasicos.
(RIBEIRO et al., 2008).

A fisiopatologia da IRA devido as toxinas de animais ap06s acidentes ofidicos nao foi
completamente elucidada. As lesdes renais podem ser causadas pela acdo isolada ou
combinada de diferentes mecanismos como mudangas hemodinémicas, rea¢des inflamatorias
e efeito nefrotdxico, provocados pela acdo da peconha no organismo (ALBUQUERQUE et
al., 2013; SITPRIA; SITPRIJA, 2012). Estudos experimentais sugerem que a patogénese

para este tipo de injdria renal aguda, especialmente a causada pela peconha crotélica, seja
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multifatorial, incluindo como principais causas a rabdomiolise, hemdlise, choque, coagulacdo
intravascular e um possivel efeito nefrotoxico direto (ALBUQUERQUE 2013; GUTIERREZ,
2009).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a lesdo renal causada pela
peconha crotélica. Pesquisas apontam que esta peconha pode apresentar acdes nefrotdxicas
indireta e direta. De acordo com Magalhdes et al (1986) e Rovere et al. (1978), uma das
acOes indiretas é decorrente principalmente de rabdomidlise acentuada, a qual € caracterizada
por necrose muscular e liberacdo de constituintes intracelulares do mdsculo, a exemplo da
mioglobina, para a circulagdo, elevando os niveis de enzimas marcadoras de lesdo muscular
como creatina quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH) e aspartato aminotransferase
(AST), alterando, inclusive, a coloracdo da urina (FERREIRA, 2012; ROSA et al., 2005;
FERRABOLI et al., 1995).

As fragcbes miotoxicas, crotoxina e crotamina, da peconha de Crotalus apresentam
grande importancia no desencadeamento da rabdomidlise e, consequentemente de lesGes
renais, uma vez que estas toxinas atuam sobre o sarcolema das membranas plasmaticas de
células musculares, causando lesdes como necrose das fibras musculares e, por conseguinte
liberacdo de mioglobina, a qual, por ser altamente toxica, afeta todo o organismo, sobretudo
os rins. A rabdomiolise é apontada em estudos como a causadora de lesdes renais em cerca de
50% dos individuos acidentados (ROSA et al., 2005). Foi reportada na literatura, que a
peconha crotélica também foi capaz de desencadear, em ratos, vasoconstriccdo da arteriola
aferente renal e, consequentemente a reducdo na taxa de filtracdo glomerular (ROVERE et al,
1978 apoud PINHO et al., 2000). No entanto, este € um mecanismo ainda néo elucidado.

No mecanismo de lesdo renal direta, o principal dano ocasionado € a necrose tubular, a
qual pode evoluir para a insuficiéncia renal. Os rins apresentam uma habilidade
imprescindivel para manter a homeostasia corporal, por meio da secrecdo e reabsorcdo de
agua e eletrolitos a partir do filtrado glomerular. No entanto, toxinas como as de serpentes
crotalicas permanecem na luz tubular, o que torna as células tubulares dos rins altamente
vulneraveis as mais diversas injurias devido a sua exposicdo desproporcional as substancias
circulantes e aos mecanismos de transporte tubular (SANTOS et al., 2009; AMORA, 2006).

Quando ha ocorréncia de lesdes renais, podem-se evidenciar manifestacdes clinicas
como auséncia ou presenca de mialgia, alteracdo da coloracdo da urina e oliguria ou anduria.
As ferramentas diagndsticas bioquimicas convencionais utilizadas para a detec¢do da injdria

renal compreende o estabelecimento da azotemia pela analise conjunta dos valores de ureia,
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acido Urico e creatinina séricas, bem como por exames urinarios de proteindria, excrecdo de
ions e uma analise descritiva da urina (CASTRO et al., 2016; MALAGRINO, 2014).

Os efeitos clinicos da IRA estdo associados com o volume de urina, o qual pode se
encontrar normal ou pode resultar em oliglria ou até mesmo andria e com a retencao
progressiva de produtos nitrogenados do metabolismo como a ureia e creatinina, que séo
normalmente excretados pelos rins e, constituem o parametro laboratorial mais utilizado para
a definicdo deteccdo da IRA (PERES et al, 2013; VAIDYA; BONVENTRE, 2006).

A creatinina € produzida pelos musculos de forma constante, sendo eliminada
principalmente por filtragdo glomerular. Pequenos aumentos nos valores de creatinina
correspondem a grandes perdas da taxa de filtragédo glomerular (TFG) (CASTRO et al., 2016;
MALAGRINO, 2014; NUNES et al., 2010).

A ureia plasmatica é outro marcador importante de funcao renal. A producédo de ureia
e sua excre¢do sdo extremamente varidveis e dependem de fatores como, estado de hidratacéo,
dieta e lesdo tecidual. Ndo é um marcador definitivo de funcéo renal isoladamente e deve ser
analisada em conjunto com outros parametros (BERNARDI, 2007).

Outro parametro importante na IRA, mas ndo tdo usual, é o eletrolitico, o qual é
utilizado na avaliagdo da excrecdo fracionada de eletrélitos como sodio, cloro e potéssio,
conferindo a capacidade da funcdo tubular renal, pois a regulacdo destes eletrolitos, excrecdo
de excesso ou manutencdo mediante deficiéncias, é feita pelo rim, sendo filtrados pelo
glomérulo e reabsorvidos por mecanismos especificos localizados no tubulo contorcido
proximal, alca de Henle e tabulo contorcido distal (CASTRO et al., 2016).

Os parametros descritos, usualmente utilizados no indicativo da IRA, apresentam baixa
sensibilidade e alteram de forma significativa quando a lesdo ja esta em estagios evoluidos.
Dessa forma, na busca de uma avaliagdo mais precoce e mais especifica, a fim de melhorar o
quadro clinico do paciente, evitando complicagfes maiores durante a evolucdo da doenca
renal, diferentes tipos de biomarcadores renais tém sido utilizados, tais como Molécula de
injuria renal-1 [KIM-1], interleucina 18 [IL-18], interleucina [IL-1B] e quimiocina [CxCI-1]
(PERES et al, 2013; VAIDYA; BONVENTRE, 2006).

A KIM-1 é uma glicoproteina transmembrana tipo 1, que se encontra expressa em
baixos niveis nos rins normais e estd situada nas células do tabulo proximal, localizada
principalmente na membrana apical das células onde o ectodominio da KIM-1 é eliminado da
superficie celular por um processo dependente de metaloproteinase (HAN et al., 2002). Ela é
um dos biomarcadores mais importantes, sendo muito Gtil na lesdo tubular proximal renal,

facilitando o diagndstico precoce da doencga e servindo como um diagnostico diferencial da
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lesdo renal. Embora o gene KIM-1 ou a expressdo da proteina seja indetectdvel no rim
normal, apos lesdo, 0 MRNA (&cido ribonucleico mensageiro) é rapidamente sintetizado e a
proteina KIM-1 gerada € localizada em altos niveis na membrana apical do tabulo proximal
(PERES et al, 2013; HAN et al., 2002).

Citocinas sdo um grupo diversificado de proteinas ndo humorais que agem como
mediadoras entre células. Sdo produzidas por células do sistema imune ou ndo a medida que
sdo necessitadas, sendo sua sintese iniciada por transcricdo génica e seus mMRNA tém vida
curta (ORTEGA; FORNONI, 2010). As citocinas com funcbes celulares pleiomdrficas na
inflamacdo, crescimento e diferenciacdo celular, sdo classificadas como pré-inflamatorias
(como IL-1, IL-6 e TNF-a) e seus niveis sistémicos podem estar elevados em casos de injaria
renal aguda devido a um aumento de sua expressdo pelas células renais (CUNNINGHAM et
al.,, 2002). Umas das primeiras citocinas envolvidas com o inicio da inflamacdo é a
interleucina 1 (IL-1). A isoforma IL-1P causa aumento na expressdo de moléculas de adesdo
celular, contribuindo para a adesdo e transmigracdo dos leucdcitos no endotélio (JUSTIZ-
VAILLANT; QURIE, 2018), estabelecendo um microambiente adequado ao desenvolvimento
da inflamacéo.

Quimiocinas sdo moléculas com fungdo quimiotatica e sdo agrupadas na grande
familia das citocinas. S&o produzidas por leucécitos e por varios tipos de células teciduais e
consideradas moléculas chaves na regulacdo e migracdo de leucdcitos para os tecidos lesados,
desempenhando funcBes importantes nas diferentes vias dos processos inflamatérios
(BAGGIOLINI et al., 2005; GERARD, 2001). As quimiocinas, entre elas as da familia CXC
(CXCL1), sdo produzidas por células epiteliais dos tabulos renais e sdo relatadas como
indutoras do deslocamento de neutrofilos polimorfonucleares, promovendo inflamagéo
intersticial nas infeccdes renais (GRAHAM et al., 2009; HUNG et al., 2006).

Processos inflamatorios mediados por citocinas tém sido implicados na patogénese da
injuria renal aguda, em que ocorrem danos de células e dos tecidos associadas com a liberagdo
de alguns mediadores que podem iniciar um processo de inflamacdo (HAMASAKI, 2015;
ORTEGA et al., 2010; AKCAY et al., 2009).

Toxinas de animais, especialmente aquelas que apresentam atividade enzimatica, a
exemplo da fosfolipase A2, sdo conhecidas por iniciarem processos inflamatorios que
envolvem a geragdo de citocinas pro-inflamatorias e mediadores vasoativos, resultando em
alteracbes hemodinamicas sistémicas e renais. A expressdo de citocinas caracteriza quadro de
insuficiéncia renal aguda, glomerulonefrite e, portanto, pode ser utilizada como marcador de

injuria renal aguda, pois células endoteliais e tecidos danificados estdo associados com a
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liberagdo de alguns mediadores que podem iniciar a cascata inflamatéria (HAMASAKI, 2015;
SITPRIJA, 2008).

A combinacdo de marcadores metabolicos mostra-se promissora devido a sua
estabilidade superior em comparagdo a maioria das proteinas e a disponibilidade de melhores
métodos de validacdo e quantificagdo. Os biomarcadores proteicos da funcéo renal devem
trazer um maior impacto na prética clinica do que as estratégias de novos marcadores

metabolicos (PERES et al, 2013).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais experimentais e aspectos éticos

Foram utilizados camundongos Swiss machos e com peso de 20-22g, fornecidos pelo
Biotério da UEFS e pelo Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em salas isoladas e em
condicdes controladas de temperatura (22 e 25°C), luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas), umidade e circulacdo de ar, recebendo &gua e racdo ad libitum. Os protocolos
experimentais utilizados neste trabalho foram submetidos e aprovados pelas Comissdes de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC (protocolo 107/2016) e da UEFS (protocolo

006/2016) e, conduzidos de acordo com os Principios Eticos de Experimentagio Animal.
4.2. Peconha da serpente Crotalus durissus ssp.

A peconha foi coletada dos espécimes de Crotalus durissus ssp. (Cd-ssp.) do cativeiro
do Laboratério de Animais Pegonhentos e Herpetologia (LAPH) da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS), seguindo os protocolos de extragdo deste laboratorio previamente

estabelecidos (dados néo publicados).

4.3. Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteina da peconha foi determinada pelo método colorimétrico de
Bradford (1976) usando como padréo soro albumina bovina (Sigma, Chemical Company; ST.
Louis, MO, USA). A quantidade da peconha foi expressa pelo seu contetdo protéico.

4.4. Avaliacao dos efeitos locais desencadeados pela peconha de Crotalus durissus ssp.

A dose utilizada para avaliar os efeitos locais desencadeados pela serpente Crotalus
durissus ssp. foi de 1,5ug/animal (BIONDI, 2009).

4.4.1 Reagdo edematogénica
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Os camundongos (n=18) foram inoculados com 1,5ug da peconha de Crotalus durissus ssp
diluida em 30ul de Salina tamponada com fosfato estéril (PBS), na regido interplantar da pata
traseira esquerda (pata experimental). Foi escolhida como controle a pata direita traseira dos
mesmos animais. O edema local foi quantificado através da medicéo da espessura das patas
dos camundongos utilizando um paquimetro (Mytutoyo Sul Americana, SP, Brasil), nos
tempos de 15min, 30min, 60 min, 120min, 180min, 360min, 480min e 720min apos a
inoculacdo. Os resultados foram expressos pela diferenca entre a espessura da pata
experimental e da pata controle do mesmo animal. Cada ponto representa a média de trés
experimentos independentes.

Doze animais deste mesmo experimento foram escolhidos aleatoriamente em
intervalos de 15mim (n=04), 30min (n=04) e 2horas (n=04) respectivamente, e eutanasiados
com sobredose de quetamina (300mg/Kg) e xilazina (30mg/Kg), para a analise histologica da

regido interplantar e da musculatura do coxim platar.

4.4.2 Quantificacdo de leucdcitos no local da inoculacao

Os leucdcitos foram quantificados na regido interplantar dos camundongos (n=08) de
acordo com o protocolo descrito por Lima et al. (2003), baseado na contagem de leucdcitos. A
peconha de Cd-ssp (1,5ug de pegonha diluida em 30ul de PBS) foi inoculada na regido
interplantar da pata traseira direita (experimental). Os animais inoculados com 30ul de PBS
estéril foram considerados como controles (n=06). 30 minutos e 24 horas apds a inoculagéo,
0s animais foram eutanasiados e as patas foram amputadas. O tecido da pata foi macerado em
um homogenizador de vidro em 200 ml de HBSS. O liquido da maceracdo foi centrifugado
por 10 minutos a 1500rpm a 4°C, o sobrenadante foi separado e congelado a -20°C para
analises das citocinas. O material restante contendo células foi ressuspenso em 1mL de PBS +

0,1% BSA. A contagem total dos leucécitos foi efetuada em camara de Neubauer.

4.4.3 Quantificacdo de citocinas

As citocinas Interleucina-1 beta (IL-1p) e Interleucina-6 (IL-6) foram quantificadas do
sobrenadante obtido (item 4.4.3 da metodologia) pela técnica de ELISA sanduiche. Placas de
ELISA (Costar) foram sensibilizadas com 100 ul do anticorpo de captura diluido em tampéo
carbonato pH 9,5 (IL-1pB e IL-6), incubadas por 18 horas a 4°C e bloqueadas com 200 pl/pogo

de PBS + 5% gelatina, por 90 minutos. Apds este periodo, as placas foram lavadas 4 vezes
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com PBS e, em seguida, adicionados 100 pL/poco de PBST + 0,1% de BSA nas duas
primeiras fileiras, onde foi diluido, na razéo de 1:2, o padrdo das citocinas recombinantes. Nas
fileiras seguintes, as amostras foram diluidas e distribuidas. As placas foram, entdo, incubadas
por 18 horas a 4°C. Terminada a incubacéo, as placas foram lavadas com PBST e 100 ul/poco
do segundo anticorpo biotinilado (IL-1B e IL-6) diluido em PBST + 0,1% BSA foram
adicionados, seguido de incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente. Mais 4 lavagens com
PBST foram feitas e 100 ul/poco de estreptoavidina-peroxidase diluido em PBST + 0,1%
BSA foram adicionados as placas e incubadas por mais 1 hora. Novo ciclo de lavagens foi
feito e a reacdo foi revelada pela adicdo de 100 pl/poco de TMB/H,0,. A reacdo foi
blogqueada com 4cido citrico 0,2 M e a leitura feita em leitor de ELISA a 450 nm. A
quantidade das citocinas nas amostras foi calculada a partir das curvas-padrdo obtidas com
concentracdo de proteinas recombinante na faixa de 7,81 a 1000 pg/mL. Os resultados foram

expressos como a média aritmética + DP para amostras em triplicado.

4.4.4 Avaliacdo dos processos de rolamento, adesdo e transmigracdo de leucocitos na
microcirculacdo cremaster dos camundongos inoculados com a peconha de Crotalus

durissus ssp.

Para confirmar o processo inflamatorio provocado pela peconha de Crotalus durissus
ssp, utilizou-se a técnica de microscopia intravital por transiluminacdo com monitor do
televisor (Axiolab, Carl-Zeiss, Oberkochen, DE) acoplado a uma camera fotografica (Nikon
Coolpix 990-), utilizando uma objetiva 10/25 com distancia longitudinal e abertura de 1,6
optovar. As imagens obtidas foram digitalizadas em um computador e analisadas com auxilio
de um software. O musculo cremaster foi utilizado como principal tecido para analise das
interacdes da parede do leucdcito devido a sua natureza fina e transparente.

Foram utilizados cinco camundongos Swiss inoculados com dose de 1,5 pg/animal de
peconha dissolvido em 30 pl de PBS estéril, pela via interplantar da pata trazeira do lado
direito dos camundongos. Outros trés camundongos foram inoculados com PBS pela mesma
via de inoculacdo, sendo estes o grupo controle. Quatro horas ap6s a inoculagcdo os
camundongos foram anestesiados com quetamina (100mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) por via
intraperitoneal e, 0 musculo cremaster foi exposto para exame microscopico “in situ”, como
descrito por Baez (1973) e Lomonte et al. (1994). Os animais foram mantidos em uma placa
especial termostatizada a 37°C. Em seguida sofreram manipulag&o cirdrgica na bolsa escrotal

para exposicdo do musculo cremaster, que foi fixado ao redor de uma area transparente da
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placa. Esta foi posicionada sobre o “charriot” do microscopio Optico para possibilitar
visualizagdo in-vivo da microcirculagdo local. As vénulas pos-capilares com diametro entre
30-40 mm e entre 60-80 mm foram escolhidas para avaliar, a cada 10 minutos, 0s seguintes
parametros: velocidade de rolamento de leucdcitos pelo vaso, leucocitos firmemente aderidos
e nimero dos leucocitos que transmigraram.

A anélise da interacdo leucdcito-endotélio foi realizada em vénulas pds-capilares pelo
fato de elas serem consideradas o melhor local para adesdo do leucdcito a parede vascular em
resposta a um estimulo inflamatério (FORTES et al., 1991), facilitando a observacdo deste
processo.

A velocidade dos leucocitos rolantes foi determinada como o tempo em que o
leucdcito leva para atravessar um comprimento de 100 pm e foi expressa em micrémetros por
segundo. O numero de leucdcitos aderidos na vénula foi quantificado em um comprimento de
100 pm, fixado em um ponto. Foi considerado como um leucdcito firmemente aderido ao
endotélio da vénula aquele que permaneceu parado por, no minimo, 30 segundos.

A transmigracdo de leucécitos foi expressa como 0 numero de leucdcitos por campo
de visdo que ultrapassa a vénula. O ndmero de leucdcitos rolantes foi quantificado pelo

numero de células que passaram e foi fixado em um ponto (25 um) do monitor do televisor.

4.5. Avaliacdo da miotoxicidade e dos danos renais desencadeados pela peconha de

Crotalus durissus ssp

A fim de determinar a dose utilizada nos testes experimentais para avaliar a
miotoxicidade e a nefrotoxicidade desencadeada pela pegonha de Crotalus durissus ssp, foi

realizado, inicialmente, um protocolo piloto.

4.5.1. Protocolo piloto

e Grupo controle: Os animais (n = 6) foram conduzidos e mantidos em gaiolas
metabolicas e inoculados com PBS em um volume de 0,05 ml via intramuscular. 24
horas apds a inoculacédo, a urina foi coletada, os animais foram eutanasiados para a

coleta de sangue e dos rins conforme o item 4.5.3.

e Grupo peconha: Os animais (n = 24) foram conduzidos e mantidos em gaiolas

metabolicas e inoculados com as doses de 1,5ug/animal, 3,0pg/animal e de
43



4,5ug/animal (correspondentes a 25%, 50% e 75% da DLsgy, Via intramuscular,
respectivamente). 24 horas ap06s a inoculacdo, a urina foi coletada, os animais foram

eutanasiados para a coleta de sangue e dos rins conforme o item 4.5.3.

As amostras de urina, sangue e rins coletados forma armazenados a -80°C para
posterior dosagem dos biomarcadores e analise histoldgica do tecido renal, conforme métodos
descritos a sequir.

ApoOs a realizacdo destes testes, a dose escolhida para ser utilizada nos experimentos

seguintes, sera a menor dose a desencadear danos renais.

4.5.2. Desenho Experimental

Para a avaliacdo da atividade miotdxica e das funcdes renais in vivo, a partir da
analise do soro, urina e dos tecidos muscular e renal, os camundongos foram separados em

dois grupos, a saber:

e Grupo controle: Os animais (n=24) que foram inoculados com PBS em um volume

de 0,05mL via intramuscular (i.m).

e Grupo peconha: Os animais (n=32) que foram inoculados com a dose de
1,5ug/animal da peconha de Crotalus durissus ssp em um volume de 0,05mL via
intramuscular (i.m). Tal dose foi considerada a menor, dentre as testadas (item 4.5.1),

a desencadear nefrotoxicidade.

4.5.3. Coleta da urina, do sangue e dos rins

A coleta da urina foi realizada em quatro etapas, classificadas de acordo com o periodo

de tratamento estudado:

e Etapa 01: Foram utilizados 14 camundongos, seis do grupo controle e oito do grupo
peconha, os quais foram expostos a pegonha por 6 horas;
e Etapa 02: Foram utilizados 14 camundongos, seis do grupo controle e oito do grupo

peconha, os quais foram expostos a peconha por 12 horas;
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e Etapa 03: Foram utilizados 14 camundongos, seis do grupo controle e oito do grupo
peconha, os quais foram expostos a peconha por 24 horas;
e Etapa 04: Foram utilizados 14 camundongos, seis do grupo controle e oito do grupo

peconha, os quais foram expostos a pegonha por 72 horas.

Todas as etapas destacadas acima foram realizadas seguindo o mesmo protocolo,
respeitando o periodo de tempo de cada uma (Figura 6). 14 camundongos de cada etapa foram
conduzidos e mantidos em gaiolas metabdlicas. A priori, 0s animais passaram por um periodo
de adaptacdo de 48 horas nas gaiolas metabolicas, recebendo &gua e ragdo. Ao término desse
periodo, os animais do grupo controle foram inoculados com PBS e os do grupo peconha
foram inoculados com a dose de 1,5ug/animal da pegonha de Crotalus durissus ssp.

Os camundongos expostos a peconha por 24 e 72 horas foram mantidos em jejum
alimentar, recebendo agua ad libitum, 12 horas antes da coleta da urina e do sangue. Ja 0s
animais expostos a peconha por 6 e 12 horas foram mantidos em jejum, recebendo agua ad
libitum, imediatamente apds a inoculacdo da peconha.

Ao fim de cada periodo de exposicdo a peconha, a urina foi coletada em tubo de
recuperacdo em gelo. Porém, no tempo de 72 horas a urina analisada foi das Gltimas 24 horas
antes do término do periodo em analise. Apos a coleta, a coloracdo foi analisada, o volume da
urina foi mensurado e a mesma foi centrifugada por 12 minutos a 4.500 rpm, 4°C. Com
auxilio de uma pipeta, o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para eppendorfs e
armazenado a -80°C para posterior realizacdo dos testes bioquimicos. Além disso, durante
todo o experimento foi realizada a mensuracdo do consumo de agua e do peso corpéreo.

Todos os camundongos, apos a coleta da urina, foram anestesiados com quetamina
(100mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg), via intraperitoneal e, seguidamente a uma laparotomia, foi
realizada a coleta de sangue por puncdo cardiaca. O sangue coletado foi centrifugado por 10
minutos a 3.500 rpm, 4°C, para obtencdo do soro. Com auxilio de uma pipeta, 0 soro obtido
foi transferido cuidadosamente para eppendorfs e armazenado a -80°C para posterior
realizacdo dos testes bioquimicos. Posteriormente, os rins foram coletados. O rim direito foi
armazenado em formol a 10% para os estudos histologicos e o esquerdo foi imediatamente

armazenado a —80 ° C para posterior analise do perfil oxidativo e da biologia molecular.
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Figura 6 - Desenho experimental.
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4.5.4. Avaliagio da miotoxicidade

Para investigar a atividade miotoxica foi feita a analise dos niveis de Creatina quinase
(CK) em soro de animais inoculados com 1,5ug/animal da peconha. A andlise foi feita nos
tempos de 6, 12, 24 e 72 horas utilizando o equipamento Cobas cl111 — Roche na
Universidade Federal do Ceara.

Paralelamente, seis animais foram inoculados com PBS, grupo controle e, 12 animais
foram inoculados com a dose de 1,5p/animal via i.m. Em intervalos de 15 minutos, 30
minutos e 2 horas, os camundongos foram eutanasiados com sobredose de quetamina
(300mg/Kg) e xilazina (30mg/Kg) e, amostras da musculatura do gastrocnémio foram

cooletadas para a andlise histoldgica.

4.5.5. Biomarcadores da Fungdo Renal

Para avaliacdo dos parametros renais, foi analisada inicialmente a colorac¢do da urina.
Posteriormente, foram feitas anélises dos niveis séricos e urinérios de creatinina e séricos de
uréia em equipamento Cobas c111 — Roche na Universidade Federal do Ceard. Para a
avaliagcdo da fracdo tubular de excrecéo de eletrolitos, foi feita a mensuracéo dos ions Na+ e
K+, em urina e soro, por meio do analisador de eletrolitos 9180 (Roche, Brasil), através do

método eletrodo ion seletivo. Foi utilizado como diluente o Snap Pak® (Roche, Brasil) para
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preparo da solucéo padrdo e solucéo para mensuracdo de eletrolitos urinérios. O controle para
mensuracdo das amostras foi realizado com Isetrol® (Roche, Brasil).

Os calculos das fracdes de excrecdo de eletrdlitos utilizaram as seguintes formulas
(TOLEDO et al., 2013 - adaptado):

FENa (%) = [(NaU(mmol/L)/Na+ (mmol/L)/(CrU (mg/dL)/SCr (mg/dL)] x 100

FEK (%) = [(KU(mmol/L)/K+ (mmol/L)/(CrU (mg/dL)/SCr (mg/dL)] x 100

KU = Potassio na urina, K = Potassio no soro, NaU = Sédio na urina, Na = Sédio no soro CrU = Creatinina na

urina, CrS = Creatinina sérica.

4.6. Analise histoldgica

Todas as amostras coletadas da regido interplantar, do gastrocnémio e dos rins foram
armazenadas inicialmente em formol (10% tamponado) por no minimo 48 horas, seguido de
armazenamento em &lcool até o exame histoldgico. Os fragmentos foram submetidos a
desidratacéo, diafinizacdo, cortados em uma espessura de 4um e, em seguida, corados em
solucdo de hematoxilina e eosina (HE). Os resultados foram registrados, apds analise

microscopica, através de fotomicrografias.

4.7. Avaliacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A avaliacdo indireta da migracdo de neutréfilos para o tecido renal de camundongos
inoculados com a peconha de Cd-ssp foi realizada com a verificacdo da atividade de
Mieloperoxidase (MPO). Para tanto, as amostras do tecido renal coletadas nos tempos de 6,
12, 24 e 72h ap6s a inoculacdo da peconha foram pesadas (Balanca digital SHIMADZU®,
modelo AY?220) e congeladas em freezer (Consul® biplex 480L) a 20° negativos e incubada
em solucdo de HTAB 0,5% (Brometo de hexadeciltrimetilaménio), na proporcdo de 50mg de
tecido por mL. Posteriormente, foram homogeneizadas em macerador elétrico (IKA® T10
basic) antes de serem congeladas novamente.

O homogenato, entéo, foi centrifugado a 4500 rpm (INSTRUTHERM®) durante sete
minutos a 4 °C. Do sobrenadante foi dosada a atividade da MPO por medicdo da alteragédo da
absorbancia a 450nm, utilizando o-dianisidina e peroxido de hidrogénio a 1% num
espectofotdmetro para microplacas.
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No ensaio, a medida que o peroxido era degradado, ocorria a producdo de anion
superoxido, responsavel pela producdo de o-dianisidina em funcdo do tempo de reagdo. Os
resultados foram relatados em unidades de MPO/mg de tecido. Uma unidade de atividade de
MPO foi definida como a conversdo de 1 umol de peroxido de hidrogénio a agua em 1 min a
22 ° C. A mudanga na absorbancia foi obtida, plotada em curva padrdo de neutrofilos e os
valores obtidos foram expressos como UMPO/mg tecido (atividade de MPO).

4.8. Andlise do perfil oxidativo

Para verificar o dano oxidativo direto no tecido renal, o grau de lipoperoxidacdo nos
tecidos foi mensurado por meio da determinacdo dos niveis de MDA através das substancias
reativas com &cido tiobarbiturico (TBARS), conforme o método de Ohkawa e colaboradores
(1979). Para tanto, foi feito um homogenato dos tecidos a 10% em solucdo de cloreto de
potéssio (KCI) 0,15 M. Coletou-se 250 pL do homogenato e, em seguida, foi adicionado
1,5ml de &cido fosforico (H3PO4) 1% + 500 uL de solucdo de &cido tiobarbitdrico 0,6%.
Estes foram para banho-maria (95-100°C) por 45 minutos. A mistura foi resfriada em agua
corrente e, a seguir, foi adicionada 2ml de n-butanol. O tubo foi agitado no vortex por 1min e
centrifugado a 1200rpm/15 minutos. Apés a centrifugacdo foi retirado o sobrenadante para
realizacdo da leitura em espectrofotometro (520-535 nm). Os resultados de MDA foram

expressos em nmol/mg de tecido.

4.9. Avaliagdo da expressdo relativa dos genes KIM-1, CXCL-1, IL-18 E IL-1§ na
transcricdo de mRNA renal

4.9.1. Extracdo do RNA total

A extracdo de RNA foi realizada com o kit de extragcdo PureLink® RNA Mini Kit
(LIFE, technologies) seguindo o protocolo do fabricante. Aproximadamente 30mg de tecido
renal foi inicialmente homogeneizado em tampdo de lise (0,6 mL), provido pelo kit, acrescido
2-B-mercaptoetanol numa concentragdo final de 1%. A lise foi realizada no equipamento
TissueLyser LT (Qiagen) por 4 minutos a oscilagdo maxima permitida pelo equipamento. O
material lisado foi centrifugado a 12.000 g por dois minutos. O sobrenadante obtido foi
acrescido de 0,6 mL de etanol 70% e, entdo, o volume total foi aplicado & coluna de filtracéo

fornecida pelo kit. A filtragdo do material lisado foi feita por centrifugacdo a 12.000 g por 15
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segundos. O material filtrado foi descartado e o filtro, contendo o RNA, foi lavado com dois
tampdes providos pelo Kit. O tampéo de lavagem 1 foi aplicado ao filtro num volume de 0,7
mL e centrifugado a 12.000 g por 15 segundos. O tampé&o de lavagem 2 foi aplicado ao filtro
por duas vezes num volume de 0,5 mL e, a cada aplicagéo, foi centrifugado a 12.000 g por 15
segundos. Por fim, o RNA foi eluido do filtro com acréscimo de 30 uL com tampdo de
eluicdo provido pelo Kit. Apos a finalizacdo do processo de extracdo, 1puL de RNA total de
cada amostra foi dosado com o Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) a fim
de verificar a qualidade das amostras e quantificar suas concentragdes para fornecer RNA

para transcricdo em cDNA.

4.9.2. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o GoScript™ Reverse Transcription Mix,
Oligo(dT) (Promega, USA) de acordo com as instrucoes do fabricante. O protocolo da reacéo
continha 2pL da enzima transcriptase reversa, 4 UL do tamp&o de reacdo GoScript™, uma
quantidade da amostra de RNA uniformizado para todas as amostras de 700 ng e agua livre de
nuclease em volume suficiente para completar 20uL. O protocolo padrdo do termociclador
iCycler (Bio-Rad Laboratories, USA) foi de 25°C por 5 min, 42°C por 60 min, e 70°C por 15
min. O cDNA foi armazenado em freezer a -20° C até sua posterior utilizacdo no PCR
quantitativo em tempo real (qPCR).

4.9.3. PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR)

Analisamos a transcricdo do mRNA dos genes relacionados ao dano da lesdo renal e
aos processos pro-inflamatorios celulares, pela transcricdo de KIM-1, IL-18 e IL-1p e CxCL-1
realizadas com o aparelho CFX96 Touch qPCR System (Bio-Rad Laboratories, Estados
Unidos). Na tabela 2 encontram-se as sequéncias dos iniciadores especificos para cada um dos
genes avaliados. O gene de referéncia utilizado foi o GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase).

Para as reacdes de gPCR utilizamos 10pL da SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Inglaterra), 2uL de cada iniciador (0,2 pM) e 1pL de cDNA das amostras
completando com agua livre de nucleases para um volume final de 20uL. Todas as
amplificacbes foram iniciadas com a temperatura de 50°C por 2 minutos, seguido da

temperatura de 95°C por mais dois minutos e 45 ciclos nas temperaturas de 95°C por 15
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segundos, 60°C por 15 segundos e 72°C por 1 minuto. Todas as reagdes foram finalizadas
com a curva de fuséo realizada para assegurar especificidade da amplificacdo e detectar a
formacdo de dimeros de iniciadores ou qualquer outro produto inespecifico onde a
temperatura foi acrescida em 0.5°C a cada 5 segundos iniciando em 60°C até atingir a
temperatura de 95°C.

Os valores do ciclo quantitativo (Cq ou Ct) para os genes testados foram exportados
para 0 Microsoft Excel (Microsoft, Estados Unidos) e os niveis relativos de RNAm foram
calculados de acordo com a metodologia 2"**“", em que AACT= (CT gene alvo—CT gene
referéncia do grupo tratado) / (CTgene alvo—CT gene referéncia do controle) como descrito
por Livak e Schmittgen (2001).

Tabela 2 — Sequéncia dos iniciadores utilizados nas reacdes de RT-qPCR.

Gene Primer senso Primer antisenso
KIM-1 TGGTTGCCTTCCGTGTCTCT TCAGCTCGGGAATGCACAA
IL-1B8 CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA
CxCL-1 GCTGGGATTCACCTCAAGAA TGGGGACACCTTTTAGCATC
IL-18 GACAACTTTGGCCGACTTCA CTGGGGTTCACTGGCACTTT
GAPDH AGCCTCGTCCCGTAGACAAA TGAATTTGCCGTGAGTGGAG

Fonte: Autor.

4.11. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software GraphPadPrism®, versdo 5.0.
Primeiramente, foi realizada a analise da curva de normalidade e homogeneidade de variancia
dos dados pelo teste Kolmogorov - Smirnov. Para os estudos in-vivo foi realizado o teste de
Anélise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Bonferroni. Os dados de gPCR foram
analisados pelo teste de Mann-Whitney. Os resultados foram apresentados como média +

desvio padrdo (DP) em cada grupo, considerando uma significancia de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Reacdo edematogénica e quantificacdo leucocitaria

A figura 7 demonstra que a pegonha de Crotalus durissus ssp induziu edema na regiéo
interplantar superior a 50% nos tempos de 15 minutos, 30 minutos e 60 minutos apos a
inoculacéo e, depois de 120 minutos foi observado um edema superior a 30% na espessura da
pata, regredindo totalmente apds 720 minutos, quando comparado com a espessura da pata
controle. Além disso, a peconha induziu recrutamento leucocitario duas vezes maior no tempo

de 30 minutos apds a inoculacdo, quando comparado com o grupo controle (Figura 8).

5.2. Quantificacéo de citocinas

A figura 9 (A e B) demonstra que a peconha de Crotalus durissus ssp induziu a
producdo significativa de IL-1p e de IL-6 com 30 minutos apos a inoculacdo. Apds 24 horas,

ndo houve deteccdo de IL-6 na suspensdo celular (Figura 9B).

5.3. Avaliagdo dos processos de rolamento, adesdo e transmigracao leucocitéria.

A Figura 10A demonstra que a peconha provocou um aumento do rolamento de
leucdcitos nas vénulas a partir del0 minutos com o pico maximo em aproximadamente 30
minutos. A partir dos 40 minutos observa-se uma diminui¢do do rolamento dos leucocitos
quando comparado ao grupo controle. A Figura 10B demonstra que aos 10 minutos comeca a
haver um declinio da velocidade dos leucécitos quando comparado ao controle. Apds 40
minutos, este declinio chega ao limite de velocidade minima, tanto em vénulas de grande e de
pequeno calibre.

A Figura 11 demonstra que a aderéncia de leucdcitos a parede endotelial comeca a
aumentar aos 10 minutos apds a observacdo. O pico maximo de aderéncia ocorre aos 40
minutos e aos 50 minutos observa-se uma diminuicdo da aderéncia de leucocitos nas paredes
das vénulas. Na Figura 12 ¢é possivel verificar a aderéncia dos leucocitos nas paredes das
vénulas com grande nitidez.

A transmigracdo leucocitéria (Figura 13) foi observada aos 30 minutos ap6s o inicio
da observacdo, chegando ao seu pico méximo aos 50 minutos. Foi possivel observar a

transmigracao dos leucdcitos nas paredes das vénulas com grande nitidez (Figura 14).
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Figura 7 - Atividade edematogénica induzida pela peconha de Crotalus durissus ssp.
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Os resultados foram expressos pela diferenga entre a espessura da pata dos camundongos dos grupos
experimental e controle. Cada ponto representa a média + DP (n=9/grupo).

Figura 8 - Inducdo de recrutamento de leucdcitos pela peconha de Crotalus durissus

ssp. Camundongos inoculados com 1,5 pg/animal da peconha na regido interplantar com a.

Animais do grupo controle foram injetados apenas com PBS.
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Cada barra representa os resultados pela média £DP (n=8). *p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. A

analise foi realizada pelo teste ANOVA seguida de pds-teste de Bonferroni.
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Figura 9 - Inducéo da producéo de citocinas pela pegonha de Crotalus durissus ssp.

Camundongos foram injetados na regido interplantar com a pegonha (1,5 pg/animal) diluida

em 50 pL de PBS esteéril. Animais do grupo controle foram injetados apenas com PBS.
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A linha pontilhada representa o limite inferior de detec¢do do método (para IL-1 B — 31,25pg/mL e para

IL-6 — 31,25pg/mL). Os resultados foram reportados pela média £DP (n=8). A analise foi realizada pelo teste

ANOVA seguida de pés-teste de Bonferroni. “p < 0,05 em relagéo ao grupo controle. “p < 0,05 em relagéo aos

tempos de tratamento com a peconha.
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Figura 10 - Avaliacdo do rolamento e da velocidade de roleamento dos leucécitos na
microcirculacdo do muasculo cremaster dos camundongos inoculados com a dose de 1,5ug da

peconha de Crotalus durissus ssp.
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Os dados estdo expressos em média + DP (n=5/grupo). A anélise foi realizada por ANOVA seguida de

pos-teste de Bonferroni. “p<0,05 quando comparados com o grupo controle (inoculados com PBS).
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Figura 11 - Avaliacdo da aderéncia dos leucocitos na microcirculagdo do musculo
cremaster dos camundongos inoculados com a dose de 1,5ug da pegonha de Crotalus durissus

ssp.
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Os dados estdo expressos em media £ DP (n=5/grupo). A analise foi realizada por ANOVA seguida de

pos-teste de Bonferroni. “p<0,05 quando comparados com o grupo controle (inoculados com PBS).

Figura 12 - Foto da aderéncia dos leucocitos ao endotélio dos vasos da
microcirculacdo do musculo cremaster dos camundongos inoculados com a dose de 1,5ug da
peconha de Crotalus durissus ssp.
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Figura 13 - Avaliacdo da transmigracdo dos leucdcitos na microcirculacdo do
musculo cremaster dos camundongos inoculados com a dose de 1,59 da peconha de Crotalus

durissus ssp.
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Os dados estdo expressos em media £ DP (n=5/grupo). A analise foi realizada por ANOVA seguida de

pos-teste de Bonferroni. p<0,05 quando comparados com o grupo controle (inoculados com PBS).

Figura 14 - Fotos da transmigracdo dos leucdcitos na microcirculacdo do musculo

cremaster dos camundongos inoculados com a dose de 1,5ug da pegonha de Crotalus durissus
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5.4 Avaliacdo da miotoxicidade e dos danos renais desencadeados pela peconha de
Crotalus durissus ssp

Depois da anélise dos resultados obtidos do protocolo piloto (dados ndo mostrados), a
dose escolhida para a avalia¢do da cinética dos danos miotoxicos e renais desencadeados pela
peconha de Crotalus durissus ssp foi a de 1,5ug/animal. Esta dose correspondeu a menor dose

a causar miotoxicidade e nefrotoxicidade em 24 horas ap0s a inoculacdo desta peconha.

5.4.1. Atividade miotdxica

Houve aumento significativo dos niveis séricos de creatina quinase (CK) dos animais
inoculados com 1,5 pg/animal da peconha de Cd-ssp nos tempos de 6, 12 e 24 horas, com
maior pico em 12 horas, retornando aos niveis de normalidade apds 72 horas da inoculacao,
quando comparado aos controles (Figura 15).

Figura 15 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. sobre os niveis

séricos de Creatina quinase (CK) de camundongos Swiss.
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Os dados estdo expressos em média + DP (n=6-8/grupo). A andlise foi realizada por ANOVA seguida
de p6s-teste de Bonferroni. “p<0,01 quando comparados com o grupo controle (inoculados com PBS) e ®p <

0,05 em relacdo aos tempos de tratamento com a pegonha.

5.4.2. Avaliagdo dos parametros da funcéo renal
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As urinas coletadas dos animais do grupo peconha apresentaram uma coloragao
amarelo-citrino, assim como as urinas dos animais do grupo controle. N&o foi notada, em
nenhuma amostra urindria, coloragédo acastanhada ou avermelhada.

A dose de 1,5ug/animal da peconha de Cd-ssp ndo provocou alteracdes da creatinina
urinéria quando comparado ao controle e nem entre os tempos de tratamento com a pegonha
(Figura 16). Houve um acumulo de creatinina sérica nos tempos de 24 e 72 horas quando
comparado aos controles. Os tempos de 6, 12 e 72 horas ndo diferiram entre sim, ndo havendo
também diferenca significativa entre os tempos de 24 e 72 horas (Figura 17). Em relacéo aos
niveis séricos de ureia, a dose desta pegonha ndo desencadeou diferencas significativas entre
0S grupos experimentais e nem quando comparados aos grupos controles (Figura 18).

A fracdo de excrecdo de sédio (%FENa) foi maior no grupo de 24 horas quando
comparada ao controle e aos grupos de 6 e 12 horas. Os grupos de 12 e 72 horas também
diferiram dos controles, ndo havendo diferengas entre os demais grupos (Tabela 03A). A
fracdo de excrecdo de potassio (%FEK) do grupo de 72 horas apresentou um aumento
significativo em relacdo ao controle, assim como o grupo de 24 horas em relagcdo aos grupos
de 6, 12 e 72 horas (Tabela 03B).

Figura 16 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. sobre os niveis

urinarios de creatinina de camundongos Swiss.
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Os dados estdo expressos em média + DP (n=6-8/grupo). A andlise foi realizada por ANOVA seguida

de pos-teste de Bonferroni. “p<0,05 quando comparados com o grupo controle (inoculados com PBS) e °p < 0,05

em relacdo aos tempos de tratamento com a pegonha.
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Figura 17 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. sobre os niveis
séricos de creatinina de camundongos Swiss.
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Os dados estdo expressos em média £ DP (n=6-8/grupo). A analise foi realizada por ANOVA seguida
de poés-teste de Bonferroni. “p<0,05 quando comparados com o grupo controle (inoculados com PBS) e ®p <
0,05 em relacdo aos tempos de tratamento com a pegonha.

Figura 18 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. sobre o0s niveis
séricos de ureia de camundongos Swiss.
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Os dados estdo expressos em média + DP (n=6-8/grupo). A andlise foi realizada por ANOVA seguida
de pos-teste de Bonferroni. “p<0,05 quando comparados com o grupo controle (inoculados com PBS) e °p < 0,05

em relacéo aos tempos de tratamento com a pegonha.
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Tabela 3 - Dados da fragdo de excrecdo de sédio (%FENa’) e potassio (%FEK™) de
camundongos do grupo controle (CT6, CT12, CT24, CT72), inoculados com PBS, e do grupo
peconha (P6h, P12h, P24h e P72h), inoculados com 1,5 pg/animal da pegonha de Cd-ssp.

ANOVA Teste Bonferroni’s

Variaveis Grupos Media = DP Teste t

analisada p valor Comparacdes IC
CT6 0.2130 + 0.0726 6h x 12h ns -0.222a0.431
P6h  0.1249 + 0.0534 0,3464

6h x 24h * -0.734a-0.049

CT12 0.2021 + 0.0216
FE Na* P12h 0.0203 + 0.0051™" P<0.0001 6hx72h ns -0.426a0.184

(%)

5173 +0.1803" ’
LRl 12hx72h  ns -0.531a0.079
0.0848 + 0.0123
CT72 N 0,0411  24hx72h ns -0.051a0.593
p7on  0.2459 +0.0315
A
CT6 38.03 + 12.43 6hx 12h ns -312.0a329.5
P6h 56.04 + 24.55 0,5915
6hx24h  * -747.8a-49.58
gIzlﬁ 19.98 £ 5.893 0,1522 6h x 72h 339.2 2 302.4
FEK" 47.27 +12.49 ’ X NS -999.28 50z
(%) 12hx24h * -745.1a-69.87
CT24 28.93 + 7.286 0,0657
P24h 454.8 £199.7 12hx72h ns -335.4a281.0
CT72 46.34 £ 2.076 0,0399 24hx72h  * 42.71a717.9
5 P72h 74.43 +5.660"

h= horas; ns = ndo significativo (P>0,05), *P< 0,05, **P< 0,01 e, ***P< 0,001. IC = intervalo de confianca

para as diferencas das médias (95%).

5.5.Avaliacao histoldgica dos érgaos

Houve acentuada dissociacdo de fibras de colageno e edema intersticial difuso
acentuado com acumulo focal de leucdcitos de permeio apos 15 minutos da inoculagdo da
dose de 1,5ug da peconha de Cd-ssp na regido interplantar da pata traseira esquerda dos
camundongos (Figura 19B). Apo6s 30 minutos, observa-se edema acentuado e a presenca de

leucdcitos perivasculares (Figura 19C). Ap6s duas horas da inoculacdo, verifica-se edema
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intersticial com leucdcitos difusamente distribuidos e infiltrado inflamat6ério mononuclear
(Figura 19D). Nao foi visualizada nenhuma alteracdo na regido interplantar dos camundongos
controles (Figura 19A).

Apo6s 15 minutos da inoculacdo, a peconha de Cd-ssp ndo provocou alteraces nas
fibras musculares do coxim plantar e nem do gastrocnémio (Figura 20C e D,
respectivamente). Apos 30 minutos da inocula¢do, houve edema intersticial, vacuolizacéo
incipiente e necrose nas fibras musculares do coxim plantar (Figura 20E), e intenso infiltrado
inflamatdrio, mas com integridade de fibras musculares do gastrocnémio (Figura 20F). Com
duas horas, observa-se infiltrado inflamatdrio e necrose em fibras musculares do coxim
plantar (Figura 20H), e foi detectada a presenca de uma proeminente desorganizacdo
miofibrilar na musculatura do gastrocnémio, caracterizada por necrose focal (Figura 20G). As
fibras necréticas do gastrocnémio apresentaram coloracdo mais clara e um aspecto
homogéneo em relacdo as fibras ndo alteradas (Figura 20G). Os grupos controles
permaneceram sem alteracdo (Figura 20A e B).

Os rins dos camundongos do grupo controle, inoculados com PBS, evidenciaram
estruturas glomerulares preservadas, assim como a arquitetura cortical e medular. N&o foi
visualizado dilatacdo, degeneracao e necrose tubular (Figura 21E).

Nos animais inoculados com 1,5ug/animal da peconha de Cd-ssp., 0s rins
apresentaram estruturas glomerulares preservadas, bem como a arquitetura cortical e medular
em todos os tempos de tratamento. Entretanto, observou-se, ha maioria dos casos dos animais
do grupo seis horas, leve tumefacdo do epitélio tubular, ndo sendo visualizada degeneracédo e
nem necrose tubular (Figura 21A). Os rins dos camundongos do grupo 12, 24 e 72 horas
apresentaram tumefacdo do epitélio tubular, vacuolizacdo marcante do epitélio tubular com
areas de degeneracdo celular, além de tubulos exibindo actmulo luminal de material

eosinofilico amorfo de aspecto proteinaceo (Figuras 21B, C e D, respectivamente).
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Figura 19 - Fotomicrografias da morfologia da regido interplantar dos camundongos
inoculados com a dose de 1,5ug de peconha de Crotalus durissus ssp (Grupo pe¢onha) e com
PBS estéril (Grupo controle). Edema com dissociacdo de fibras de coldgenos dérmicas
(triangulo), leucdcitos perivasculares (seta amarela), edema intersticial difuso acentuado com

acumulo focal de leucdcitos de permeio (triangulo laranja). Coloragéo HE.

Controle
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Figura 20 - Fotomicrografias da morfologia da musculatura do coxim plantar (A-D) e
do gastrocnémio (E-H) dos camundongos inoculados com PBS (grupo controle) e com a dose
de 1,5ug da pegonha de Crotalus durissus ssp (grupo pegonha). Vacuolizagdo (seta amarela);

necrose (seta azul); infiltrado inflamatorio (seta preta). Coloracdo HE.

Controle
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Figura 21 - Fotomicrografias dos rins dos camundongos inoculados com 1,5ug/animal
da peconha de Crotalus durissus ssp (grupo peconha. A-D) e com PBS (grupo controle. E).

Tumefacdo celular do epitélio tubular (seta verde), vacuolizacdo marcante do epitélio tubular

com areas de degeneracdo celular (seta azul). Coloracdo HE.

65



5.6. Avaliacdo da atividade de mieloperoxidase (MPO)

A peconha de Cd-ssp induziu um aumento significativo na atividade de MPO em
tecido renal de camundongos 12 horas ap6s a inoculacdo quando comparado ao controle,
entretanto os valores de MPO nos tempos de 6, 24 e 72 horas permaneceram inalterados, ndo
havendo diferencas estatisticas entre eles e quando comparado aos grupos controles (Figura
22).

5.7. Analise do perfil oxidativo

Os valores de MDA no tecido renal dos animais inoculados com a peconha de Cd-ssp
nos tempos de 6, 12 e 24 horas permaneceram inalterados, ndo havendo diferengas estatisticas
entre eles e quando comparado aos grupos controles. Entretanto, a pegonha desencadeou um
aumento significativo dos niveis de MDA no tempo de 72horas quando comparado ao grupo

controle (Figura 23).

5.8. Avaliacdo da transcricdo génica da KIM-1 renal de camundongos apds inoculagdo

da peconha de Crotalus durissus ssp.

Conforme representado na figura 24, a peconha de Crotalus durissus ssp aumentou a
expressdo génica de KIM-1 12 horas ap6s a inoculacdo (2,0 + 0,30) e causou uma reducdo no
tempo de 24 horas (0,51 £ 0,13) em relacdo aos grupos controles (0,94 + 0,20; 1,1 + 0,20,
respectivamente), (p= 0,0242 e p= 0,0260, respectivamente). Entretanto, a peconha nédo foi
capaz de desencadear alteracdes significativas nos tempos de 6 (1,1 £ 0,25) e 72 horas (1,0 =
0,24) em relagdo aos controles (1,1 + 0,20; 1,1 = 0,25, respectivamente), (p= 0,1645 e p=

0,6389, respectivamente).

5.9. Avaliacao da transcricdo génica da IL-1p renal de camundongos ap6s inoculacéo da

peconha de Crotalus durissus ssp.

A peconha de Crotalus durissus ssp desencadeou um aumento significativo da
expressao génica de IL-1p em 12 horas (2,4 = 0,26) e 24 horas (2,5 + 0,18) apds a inoculagéo
qguando comparado aos controles (1,1 £ 0,21; 1,1 £ 0,31), respectivamente), (p= 0,0162 e p=

0,0286, respectivamente), ndo havendo diferengas significativas entre os tempos de 6 (1,9 =
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0,23) e 72 horas (0,7 £ 0,14) em relacdo aos controles (0,96 + 0,35; 1,0 + 0,11,
respectivamente), (p=0,1645 e p=0,2284, respectivamente) (Figura 25).

5.10. Avaliacdo da transcricdo génica da CxCL-1 renal de camundongos apo6s inoculacao

da peconha de Crotalus durissus ssp.

A figura 26 demonstra que a peconha de Crotalus durissus ssp desencadeou um
aumento significativo da expressdo génica de CxCL-1 apenas 12 horas apos a inoculacao (1,8
+ 0,26) quando comparado ao grupo controle (1,1 = 0,19) (p= 0,0381), ndo havendo
diferencas significativas entre os tempos de 6 (1,1 + 0,26), 24 (1,7 £ 0,92), e 72 horas (1,1 =
0,17) em relacdo aos controles (1,1 £ 0,27; 1,1 £ 0,35 e 1,2 + 0,28, respectivamente), (p=
1,0000; p= 0,8857 e p=0,8857, respectivamente).

5.11. Avaliacao da transcricdo génica da IL-18 renal de camundongos apds inoculagédo

da peconha de Crotalus durissus ssp.

De acordo com a Figura 27, a peconha de Crotalus durissus ssp ndo alterou a
expressao génica da IL-18 em nenhum tempo estudado quando comparados com seus
respectivos controles. Controle 6 horas e grupo peconha 6 horas (1,1 £ 0,26; 1,0 £ 0,15; p=
0,9143); Controle 12 horas e grupo peconha 12 horas (0,97+ 0,09; 0,89 £ 0,14; p= 0,7551);
Controle 24 horas e grupo peconha 24 horas (1,2 £ 0,29; 1,5 £ 0,20; p= 0,2722); Controle 72
horas e grupo peconha 72 horas (1,1 £ 0,16; 1,5 £ 0,32; p= 0,5273).
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Figura 22 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. na atividade

mieloperoxidase (MPO) em tecido renal de camundongos Swiss.
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Os dados estdo expressos em média + DP (n=6-8/grupo). A andlise foi realizada por ANOVA seguida
de pos-teste de Bonferroni. "p<0,05 quando comparados com o grupo controle (inoculados com PBS) e ®p <

0,05 em relacdo aos tempos de tratamento com a peconha.

Figura 23 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. na peroxidacao

lipidica (MDA) do tecido renal de camundongos Swiss.
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Os dados estdo expressos em média + DP (n=6-8/grupo). A andlise foi realizada por ANOVA seguida
de pos-teste de Bonferroni. “p<0,05 quando comparados com o grupo controle (inoculados com PBS) e ®p <

0,05 em relacdo aos tempos de tratamento com a pegonha.
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Figura 24 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. na transcrigdo génica
de KIM-1 do tecido renal de camundongos Swiss.

Expressao Relativa Kim-1

Os resultados foram expressos pelas medianas (min-max) (n=6-8/grupo). p<0,05 em relacdo ao grupo
controle (inoculados com PBS). A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney. CT (controle); P (pegonha); h
(horas).

Figura 25 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. na transcri¢do génica
de IL-1p do tecido renal de camundongos Swiss.
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Os resultados foram expressos pelas medianas (min-max) (n=6-8/grupo). “p<0,05 em relag&o ao grupo

controle (inoculados com PBS). A andlise foi realizada pelo teste Mann-Whitney. CT (controle); P (peconha); h
(horas).
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Figura 26 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. na transcrigéo génica
de CxCL-1 do tecido renal de camundongos Swiss.
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Os resultados foram expressos pelas medianas (min-max) (n=6-8/grupo). p<0,05 em relacdo ao grupo
controle (inoculados com PBS). A analise foi realizada pelo teste Mann-Whitney. CT (controle); P (peconha); h
(horas).

Figura 27 - Efeito da peconha da serpente Crotalus durissus ssp. na transcrigdo génica
de IL-18 do tecido renal de camundongos Swiss.
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Os resultados foram expressos pelas medianas (min-max) (n=6-8/grupo). "p<0,05 em relacio ao grupo
controle (inoculados com PBS). A andlise foi realizada pelo teste Mann-Whitney. CT (controle); P (peconha); h
(horas).
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DISCUSSAO



6. DISCUSSAO

A dose de 1,5 pg/animal da peconha de Crotalus durissus ssp. do Estado da Bahia
induziu processo inflamatério local observado pela presenca de leucécitos no local da
inoculacdo e pela formacdo de um edema acentuado, resultados andlogos as publicagdes
prévias usando modelos de inducdo de edema em pata por Crotalus durissus que habitam o
Brasil (CARVALHO, 2014; SANTORO et al.,1999; DOS SANTOS et al., 1993; SANCHEZ
et al, 1992 ). Foi verificado, também, o desencadeamento de danos renais indicados pelas
alteracBes dos niveis séricos de creatinina e das fracGes de excrecdo de sodio (FeNa®) e de
potassio (FeK™), bem como pelos processos inflamatorios e oxidativos no tecido renal. Além
disso, a peconha da Crotalus durissus ssp. induziu um aumento acentuado na expressao do
KIM-1, biomarcador precoce para lesdo de células tubulares renais, efeito consistente com as
alteracdes renais funcionais causadas pela peconha desta serpente.

As respostas inflamatorias agudas com inducdo de edema, infiltracdo de leucdcitos e
liberacdo de mediadores inflamatdrios é um processo caracteristico dos empeconhamentos por
algumas serpentes da familia Viperidae que depende da acdo sinérgica de toxinas e de
diferentes mediadores (MENALDO et al., 2017; NUNES et al., 2011; GUTIERREZ et al.,
2009; FERREIRA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2003a). A inducao
de edema local, atrelado a um expressivo recrutamento leucocitario para a regido do coxim
plantar dos camundongos, demonstra que a peconha da Crotalus durissus ssp induz um
processo inflamatério agudo local.

A curva temporal do edema induzida pela peconha da Crotalus durissus ssp revela um
efeito maximo, superior a 50%, nos primeiros 30 minutos apos a sua aplicacdo interplantar,
permanecendo acima de 30% até quatro horas da inoculacdo. Esta cinética da acdo
edematogénica da peconha da Crotalus durissus ssp foi semelhante a observada com as
Crotalus que habitam a América Central e do Norte (MARTINEZ-ROMERO et al., 2013;
LOMONTE, 1985), com as Bothrops (COLLACO et al., 2016; GUIMARAES et al., 2004;
CARNEIRO et al., 2002), com as Lachesis (FERREIRA et al., 2009), com as Micrurus
(CASAIS-E-SILVA; TEIXEIRA, 2017), com as Philodryas (LOPES et al., 2017) e anéloga
aos estudos anteriores de Carvalho (2014), Santoro et al. (1999), Dos Santos et al. (1993) e
Sanchez et al, (1992), que demonstram uma baixa atividade edematogénica para as Crotalus
durissus que habitam a América do Sul (Brasil).

Os processos inflamatdrios desencadeados pela peconha de serpentes podem

apresentar ou nao edema acentuado (TEIXEIRA et al., 2003), este fato pode esta atrelado a
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ampla variabilidade inter e intraespecifica de compostos da peconha, desencadeando efeitos
bioldgicos e fisiopatoldgicos diversos (GUTIERREZ et al., 2017; WHITE, 2005; CHIPPAUX
et al., 1991). A presenca de uma acdo edematogénica local da peconha da Crotalus durissus
ssp., diferentemente do que acontece com outras Crotalus durissus encontradas no Brasil,
evidencia possiveis variagdes intraespecifica na composicéo de sua pegonha.

A compreensdo dos mecanismos formadores de edema é complexa (BARBOSA et al.;
2003), entretanto, hd a mencdo de que a vasodilatacdo e 0 aumento da permeabilidade
vascular, mecanismos primarios do processo inflamatério que levam a formacdo de edema
local, dependam da ativacdo de mediadores especificos, como histamina e eicosanoides
(CASAIS-E-SILVA; TEIXEIRA, 2017; HOFSTRA, et al., 2003; BARBOSA et al.; 2003).
Estudos apontam que histaminas e prostaglandinas, liberadas pela acdo da PLA; das peconhas
das serpentes botropicas (SANTOS et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2010; GUIMARAES
et al., 2004; BARBOSA et al., 2003), participam do processo inflamatorio local com inducéo
de edema. Contudo, mesmo que a a¢do edematogénica da peconha da Crotalus durissus ssp
tenha se mostrado semelhante a das peconhas de serpentes crotalicas da America Central e
das botropicas, o presente trabalho ndo esclarece 0os mecanismos pelos quais a pegonha da
Crotalus durissus ssp induz inflamagéo local com formacdo de edema, merecendo estudos
posteriores.

A inducdo de edema na pata é comumente utilizada como método para avaliar 0s
processos inflamatérios induzidos por toxinas de animais. Entretanto, poucos estudos
investigam a migracao leucocitaria para os tecidos inflamados, apesar da relevancia deste
fendmeno para a compreensdo da inflamacdo aguda desencadeada por componentes da
peconha de serpentes (TEIXEIRA, et al., 2003a). O presente trabalho reafirma claramente a
ocorréncia de resposta inflamatoria induzida pela peconha de Crotalus durissus ssp ao
observar rolamento, adesdo e transmigracdo leucocitaria, utilizando a técnica de microscopia
intravital. A migracdo leucocitaria € um processo que envolve varios passos que sdo mediados
por uma dindmica de interacdo entre moléculas de adesdo expressas por leucdcitos e células
endoteliais, expressdo essa regulada por citocinas e quimiocinas (KUBES, 2002;
BIEDERMANN et al., 2000).

O rolamento, a aderéncia e a transmigracdo leucocitaria desencadeada apos aplicacéo
da peconha da Crotalus durissus ssp, confirmam o processo inflamatorio ja abordado ao
analisarmos a acdo edematogénia desta pegonha e a quantificacdo leucocitaria no local da
inoculagdo. O pico méximo, entre 30 e 40 minutos, apresentado pelo rolamento e pela

aderéncia leucocitaria na microcirculacdo do musculo cremaster dos camundongos apds
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aplicacdo da pegonha foi 0 mesmo observado para a diminui¢do da velocidade leucocitaria
com a transmigracdo de leucdcitos nas vénulas pés-capilares, demonstrando um sincronismo
dos eventos do processo de migracao dos leucdocitos.

Esta dindmica de interacdo entre os leucdécitos e as células endoteliais, observadas
neste estudo, € dependente de diferentes familias de moléculas de adesdo, como as selectinas
e as integrinas, as quais sao responsaveis pelos eventos celulares como o rolamento, adesdo e
migracdo de leucocitos (KUBES, 2002). Dessa forma, sugerimos que componentes da
peconha de Crotalus durissus ssp atuem em sinergismo interferindo nos mecanismos
envolvidos na adesdo leucdcitos-endotélio e, assim promovendo a interacdo de moléculas de
adesdo ou modulando a liberagéo de citocinas, mediadores envolvidos neste processo.

A liberacdo das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-1B nos primeiros 30 minutos do
experimento para o local da inoculacdo, possivelmente modulada pela acdo da peconha de
Crotalus durissus ssp, sugerem mecanismos de regulacdo cruzada dos eventos iniciais da
resposta inflamatéria aguda entre estes mediadores, uma vez que estas citocinas agem
modulando a expressdo ou a avidez das moléculas de adesdo e estimulam a movimentacédo
direcional dos leucdcitos (LOPES-FERREIRA et al., 2014; VORONOQV et al., 2010; CRUZ
et al., 2008; SHERWOOD, 2004). Porém, a detec¢do de apenas IL-1p ap6s 24 horas, indica a
sua permanéncia no recrutamento leucocitério, ja que ela atua estimulando uma série de
células efetoras, o que resulta no recrutamento de um complexo de sinalizagdo e no aumento
da expressdo de moléculas pré-inflamatorias, incluindo as moléculas de adesdao ICAML,
VCAM1 e SELE, quimiocinas e enzimas (MARTIN; WESCHE, 2002; BEGUIN et al., 2018),
promovendo indiretamente a adeséo e a migracao leucocitéria.

Além disso, o edema com dissociacdo de fibras coladgenas e o acumulo leucocitario
desencadeados pela peconha da Crotalus durissus ssp, apresentado pela histologia do tecido
do coxim plantar, também reafirma o processo inflamatorio demonstrado pelo edema de pata
e pela microscopia intravital.

Em relacdo aos aspectos nefrotoxicos, estudos que avaliem o perfil clinico da
toxicidade renal desencadeada apds acidentes crotalicos sao escassos (CRUZ et al., 2011;
FREZZATTI; SILVEIRA, 2011; AMORIM et al., 1969). A maioria deles é realizada
utilizando a técnica de perfusdo renal, a qual s6 se permite estudar a fisiologia renal de forma
isolada, ndo reproduzindo, portanto, a realidade dos agravos no tecido dos rins num
empeconhamento crotélico, fazendo-se importante a realizacdo de estudos como este que

avaliem os agravos renais num sistema completo.
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Dentre as fisiopatologias renais provocadas pelas pegonhas de serpentes,
principalmente as da familia Viperidae (Bothrops e Crotalus) (NISHIOKA; SILVEIRA,
1992; SGRIGNOLLI et al., 2011; MARTINES et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 2013;
WEERAKKODY et al., 2016; NASIM et al., 2017), destaca-se a injdria renal aguda (IRA),
com danos tubulares, como uma das principais complicacbes apresentadas pelo individuo
acidentado. Sua patogénese ainda ndo é bem compreendida, no entanto, estudos apontam que
ela pode ser decorrente de fatores multivariados como hemolise, hipotensao, rabdomiolise e a
acao citotoxica tubular direta (SITPRIJA; SITPRIJA, 2012; ALBUQYERQUE et al., 2013).

A ocorréncia de infiltrado leucocitario, de vacuolizacdo e de necrose focal das fibras
musculares esqueléticas, visualizadas nas secc¢des histoldgicas do coxim plantar e do
gastrocnémio, indicam um processo degenerativo do tecido muscular semelhante aos estudos
envolvendo fracGes miotoxicas das peconhas de Crotalus durissus cascavella (BEGHINI et
al., 2004), Crotalus oreganus lutosus (ALMEIDA et al., 2016) e Crotalus atrox
(SCHEZARO-RAMOS et al., 2018), Bothrops alternatus (MAMEDE et al., 2013), Bothrops
(neuwiedi) pauloensis (OLIVEIRA et al.,, 2009) e Lachesis muta muta (DAMICO et al.,
2008).

A necrose muscular observada pode ter sido decorrente da acdo direta de componentes
miotoxicos da peconha da Crotalus durissus ssp sobre a membrana das células musculares
(HARRIS, 2003; GUTIERREZ, et al., 2009). Além disso, a presenca de infiltrado
inflamatdrio no local da lesdo pode também ter contribuido para o processo de necrose, uma
vez que células que participam dos mecanismos inflamatorios liberam mediadores, como
citocinas e eicosanoides, que podem amplificar a resposta inflamatoria e os danos locais
(VORONOV; APTE; SOLER, 1999).

O aumento dos niveis séricos de creatina quinase (CK), analisadas bioquimicamente,
paralelo as alteracdes musculares apontadas na histologia, confirmam que a peconha de
Crotalus durissus ssp desencadeou rabdomidlise, processo este, caracterizado pelo aumento
pronunciado nos niveis séricos de CK e mioglobindria, o que pode gerar alteragdes renais
diversas durante um empeconhamento crotalico, como a IRA (SITPRIJA; SITPRIJA, 2012;
CRUZ et al., 2011; SANTOS et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2008; ROSA et al., 2005;
AZEVEDO-MARQUES et al., 1985). Todas as amostras urindrias dos camundongos,
entretanto, apresentaram coloracdo amarelo-citrino, ndo demonstrando mioglobinuria
aparente, fato possivelmente associado a uma baixa excrecdo da mioglobina induzida pela
dose da peconha em estudo, 1,5pg /animal, bem como & sua répida depuragdo

(VANHOLDER et al, 2000; FERRABOLLI, et al, 1995; KNOCHEL, 1982).
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A ndo ocorréncia de necrose generalizada nas fibras musculares induzida pela dose de
1,5ug/animal da peconha de Crotalus durissus ssp pode justificar uma baixa excrecdo de
mioglobina na urina e, portanto, a auséncia de mudancas na sua coloragdo, evento este que
difere dos estudos clinicos e experimentais realizados com a peconha de Crotalus durissus
terrificus que habitam a América do Sul, a qual desencadeia rabdomiolise com a presenca de
mioglobindria e altos niveis de CK (PINHO et al., 2005; SOUSA-E-SILVA et al., 2003;
MAGALHAES et al., 1986; AZEVEDO-MARQUES et al., 1985). Contudo, é dificil fazer
um diagndstico preciso sobre a condicdo acima, uma vez que a hemoglobina livre e a
mioglobina urinéria ndo foram medidas neste trabalho, o que requer estudos adicionais.

A andlise morfoldgica do tecido renal, pela histologia, demonstrou a ocorréncia de
tumefacdo, marcante vacuolizacgdo e areas de degeneracdo tubular que permaneceram apds 72
horas da inoculacgéo, evidenciando que a pe¢onha de Crotalus durissus ssp pode agir de forma
direta nos tubulos renais devido a acdo nefrotoxica de seus componentes que atuem
isoladamente ou em sinergismo. Esses achados, observados na regido tubular dos néfrons,
desencadeiam perdas na funcionalidade das células tubulares e, consequentemente alteracdes
nas taxas de filtracdo glomerular (TFG) e em desequilibrios hidroeletroliticos.

Os maiores riscos de lesdes renais por acdo direta da peconha se devem ao fato dela
ser de excre¢do predominante renal e dos rins apresentarem concentracdo da pe¢onha até 50%
maiores que a concentracdo plasmatica, fazendo com que os mecanismos de concentracao e
transporte tubular favorecam a ocorréncia de citotoxicidade tubular direta (CASTRO, 2006;
GOMES et al., 2002). A acdo direta nos tabulos renais também foi descrita por Martins et al
(1998) nos estudos com a peconha de Crotalus durissus cascavella, por Frezzatti; Silveira
(2011) e Monteiro et al., (2001) com as Crotalus durissus terrificus, por Mello et al. (2014),
Mello et al. (2010) e Dantas et al (2018) com Bothrops, por Mandal; Bhattacharyya (2007)
para Daboia russelli russelli, por Luciano et al. (2004) nos estudos com a peconha de
Loxosceles intermedia e por Silva et al (2016) com Tityus stigmurus.

Vale ressaltar que a ocorréncia de lesdes renais desencadeadas pela peconha de
Crotalus durissus terrificus pode ser influenciada em maior grau pela acdo tdxica da
mioglobina (PINHO et al., 2005; AZEVEDO-MARQUES et al., 1985), devido a ocorréncia
de rabdomidlise com mioglobinuria associada, fato que facilita o diagnéstico da lesdo renal e
da confirmacdo de um acidente crotalico nas Unidades Hospitalares. Por conta disso, surge a
necessidade de se realizar estudos complementares, analisando a cinética das altera¢Ges renais
com doses maiores, incluindo a medida do parametro de mioglobina urinaria, a fim de se

certificar da ocorréncia ou ndo de mioglobindria aparente. Caso ndo se detecte mioglobinuria
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aparente, como possivelmente indicado ap6s a aplicacdo da dose de 1,5ug/animal da peconha
da Crotalus durissus ssp, isso pode se constituir em um complicador no momento do
diagnostico basico de um acidente por Crotalus no Estado da Bahia.

Como parametro bioquimico, a creatinina sérica vem sendo amplamente utilizada em
estudos experimentais como em estudos clinicos, no diagnostico de IRA envolvendo
peconhas de serpentes (NASCIMENTO, 2012). O aumento dos niveis séricos de creatinina
em 24 e 72horas apds a inoculacdo da peconha de Crotalus durissus ssp indicam queda no
ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e possiveis alteracdes tubulares. Este parametro
bioquimico tambem foi utilizado em diagnosticos de IRA apds acidente crotalico em analises
retrospectivas com individuos acidentados (PINHO et al., 2005; SILVEIRA; NISHIOKA,
1992; AZEVEDO-MARQUES et al., 1985), sugerindo que a nefrotoxicidade da peconha da
Crotalus durissus ssp, demonstrada experimentalmente neste estudo, deva também ocorrer
clinicamente.

Paralelamente as alteragdes dos niveis séricos de creatinina, 0 aumento das fracbes de
excrecdo de sodio (%FENa) e potassio (FEK) 24 e 72 horas ap6s a inoculacdo da peconha
da Crotalus durissus ssp, comprovam, juntamente com as alteracGes histoldgicas, embora de
forma mais tardia, 0 comprometimento tubular provocado por esta peconha, uma vez que a
perda na viabilidade das células tubulares diminui a reabsorcéo de substancias e de eletrolitos,
resultando em aumento da excre¢do fracionada de ions e na inabilidade do rim em manter o
balanco hidroeletrolitico (SEGEV et al, 2015; SITPRIJA; SITPRIJA, 2012; MARTINS et al,
2003).

A fracdo de excrecdo de sodio (Y%oFENa) expressa a porcentagem de sodio filtrado que
ndo é reabsorvido pelos tabulos proximais e excretado na urina (NUNES et al., 2010; COSTA
et al.,, 2003). Dessa forma, valores elevados de FENa sugerem fortemente danos tubulares
proximais, como necrose tubular aguda. No presente estudo, o aumento de FENa é justificado
pela ocorréncia de lesdo das células do tubulo renal proximal, evento também observado em
estudos anteriores, pela técnica de perfusdo renal, realizados com as serpentes Crotalus
durissus cascavella (MARTINS et al., 1998), Crotalus durissus terrificus (MONTEIRO et al.,
2001), Vipera russelli (RATCLIFFE et al., 1989; TIN-NU-SWE et al, 1993,
CHAIYABUTRA et al, 2014), e com os escorpides Tityus serrulatus (ALVES et al., 2005) e
Tityus stigmurus (SILVA et al 2016) .

O manejo de K* ocorre por meio de sua secregdo pelos tibulos distais dos néfrons e
depende da aldosterona, do processo de reabsorcdo de Na* e do fluxo do fluido tubular distal

(MACIEL et al., 2014). Portanto, o0 aumento da %FEK desencadeado pela pegonha de Cd-ssp
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reflete em uma elevada secregdo tubular distal de K™ influenciada pelo aumento do aporte de
sddio ao tabulo distal, devido a reabsor¢do prejudicada de Na* no tdbulo proximal, reforgando
a ocorréncia de lesdo tubular proximal.

A inexisténcia de alteracfes nos niveis séricos de ureia em todos os tempos analisados
néo foi consistente com estudos experimentais anteriores com as serpentes Crotalus durissus
terrificus e Crotalus durissus collilineatus (CARVALHO, 2014), Micrurus pyrrhocryptus e
Micrurus fulvius (ROODT et al 2012) e, Naja naja karachiensis (ASAD et al., 2014). Este
resultado pode ter sido decorrente da dose, 1,5ug/animal, da peconha da Crotalus durissus ssp
utilizada. Além disso, as alteragdes nos niveis séricos de creatinina foram identificadas apenas
com 24 horas da inoculacdo, evento possivelmente associado a baixa sensibilidade e
especificidade destes marcadores convencionais de disfuncdo renal, gerando um complicador
para a identificacdo precoce da IRA em acidentes por serpentes e, consequentemente a perda
de oportunidade para a introducdo de uma terapéutica precoce (NASCIMENTO, 2012;
NUNES et al., 2010; MACEDO et al., 2008). Este fato nos levou a testar a eficacia do
biomarcador de leséo renal, KIM-1, como parametro de identificacdo precoce da evolucgéo da
lesdo renal tubular proximal (YANG et al., 2015; PERES et al., 2013; SIMSEK et al., 2013;
BONVENTRE, 2008).

A elevada expressdo de KIM-1, em 12 horas ap6s a inoculacdo da peconha da
Crotalus durissus ssp, indica lesdo nas células dos tabulos proximais, a qual pode estar
relacionada a acdo tdxica tubular direta desta peconha, pois este parametro biomolecular é
expresso apenas em células epiteliais tubulares proximais danificadas, fato demonstrado por
testes utilizando técnicas de hibridizac&o in situ e imunohistoquimica (HAN et al., 2002), bem
como por uma abordagem gendmica (AMIN et al., 2004). Portanto, o presente trabalho
pontua que o uso do biomarcador KIM-1 se constitui em uma ferramenta promissora para
diagnosticar lesGes tubulares proximais de forma precoce em individuos acidentados por
serpentes, assim como demonstrado em algumas publicacfes de estudos em humanos feitos
com o uso do KIM-1 para o diagnéstico de LRA (ZHANG et al., 2017; LIANGOS et al.,
2007; HAN et al., 2002) .

Estes achados indicam que as lesdes a nivel tubular, apontadas pela histologia e pela
expressao de KIM-1, tenham sido responsaveis pela diminuicdo da TFG e pelos distarbios
eletroliticos ocasionados pela pe¢onha da Crotalus durissus ssp ao avaliarmos os parametros
bioquimicos da lesdo renal. Assim, 0 aumento dos niveis séricos de creatinina, de FENa" e de
FEK™ podem ser justificados pela disfuncdo tubular promovida pela perda da viabilidade das

células tubulares ap6s inoculacéo da peconha da Crotalus durissus ssp.
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Aumentos dos niveis de mieloperoxidase (MPO) verificados no tecido renal dos
camundongos 12 horas apds a inoculacdo da peconha da Crotalus durissus ssp. estdo
relacionados com o aumento da migracdo de neutrofilos e, portanto, sinalizam o dano
inflamatério. Em consonancia, aumentos da expresséo de mMRNA dos marcadores
inflamatorios em tecido renal, IL-1B (12 ¢ 24 horas) ¢ de CxCL1 (12 horas), reafirmam o
processo inflamatdrio renal, visto que altos niveis de IL-1p e de CxCL1 aumentam a
expressao de moléculas de adesdo celular, contribuindo para a adesdo e inducdo do
deslocamento de neutrofilos, estabelecendo um microambiente adequado ao desenvolvimento
da inflamac&o (GRAHAM et al., 2009; HUNG et al., 2006; REN; TORRES, 2008). As lesdes
no tecido renal desencadeadas pela acdo direta da peconha de Crotalus durissus ssp., bem
como a prépria rabdomiolise podem diminuir a redistribuicdo do fluxo sanguineo renal e
liberar citocinas pro-inflamatérias e mediadores vasoativos, amplificando a reacédo
inflamatoria e, assim, contribuir para a fisiopatologia da IRA (SITPRIJA, 2008; SITPRIJA,
2006).

O estresse oxidativo induzido por peconhas de serpentes tem sido bem documentado
(YAMASAKI et al.,, 2008; ALEGRE et al., 2010; FREZZATTI e SILVEIRA, 2011;
SANTHOSH et al., 2013; BARONE et al., 2014). A peroxidagdo lipidica do tecido renal
provocada pela peconha da Crotalus durissus ssp foi evidenciada pelos elevados niveis de
Malondialdeido (MDA), ap6s 72 horas da inoculacdo desta pegonha, evento que pode ter sido
decorrente do processo inflamatério indicado pelo aumento dos niveis de MPO, uma vez que
os neutrofilos produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), que quando liberadas em
excesso podem resultar em estresse oxidativo e, consequentemente danos nas membranas
celulares do tecido renal (MAFRA et al, 1999; WIESLANDER et al., 2011; MARINHO et
al., 2015), justificando, assim, a presenca e/ou a intensificacdo dos danos tubulares renais e
das alteracGes bioquimicas e eletroliticas descritas anteriormente. Esta relacdo entre aumentos
dos niveis de MDA e a ocorréncia de IRA foi também mencionado por Da Costa et al. (2015)
e Kadkhodaee et al. (2014).

Varios estudos (GUTIERREZ; LOMONTE, 2013; SITPRIJA; SITIPRIJA, 2012;
TEIXEIRA, et al. 2009; GUTIERREZ et al., 2008; TEIXEIRA, et al. 2003; GUTIERREZ;
OWNBY, 2003; LOMONTE et al., 2003; KINI; EVANS, 1989) apontam a fosfolipase A,
(PLA?2), fracdo toxica da crotoxina, como o principal componente para a inducdo de resposta
inflamatoria, miotoxicidade e de nefrotoxicidade ap6s empegonhamento crotélico. Estudos
preliminares realizados com a pegonha de Crotalus durissus ssp, avaliando o perfil

eletroforético, enzimaticos e analise protedmica (BIONDI, 2009), detectaram a presenca de
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PLA,. A acgdo desta toxina em sinergismo com outros peptideos biologicamente ativos, ainda
desconhecidos para esta peconha, pode estd atrelada ao desencadeamento dos processos
inflamatdrios e a potencializacdo dos danos miotdxicos e nefrotoxicos observados neste
trabalho.

O mecanismo de acdo das PLAZ2s, apds inoculacdo da peconha, envolve
principalmente a hidrélise de fosfolipidios da membrana, particularmente fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina e, consequentemente a ativacdo do metabolismo do acido araquiddnico
e, a liberacdo de seus metabodlitos (SUNITHA et al., 2015), o que contribui para o
desencadeamento de resposta inflamatoria, ativacdo de citocinas, oxidacdo e danos teciduais
como degeneragdo e morte celular (TEIXEIRA, 2003a; GUTIERREZ; OWNBY, 2003;
SANTHOSH et al., 2013). Dessa forma, o processo inflamatorio local, verificado pela
presenca de edema acentuado e migracdo leucocitaria e, renal observados pelo aumento da
expressdo de IL-1p e CxCI-1, bem como a necrose do tecido muscular e 0S processos
degenerativos e oxidativos presentes no tecido renal podem estar associados a ativagdo do
metabolismo do acido araquiddnico pela PLA2 da pegconha de Crotalus durissus ssp.,
juntamente com a acdo de outros peptideos presentes nesta peconha.

Diante dos dados expostos, é importante ressaltar que apds 24 horas da inoculacdo da
peconha da Crotalus durissus ssp. ndo foram mais identificados aumentos na expressdo do
biomarcador KIM-1 e, que ap6s 72 horas ndo foi mais detectado indicios de inflamacéo,
evidenciando uma possivel modulacdo dos rins aos efeitos da dose de 1,5 pg/animal da
peconha. A presenca de IL-1p até 24 horas infere uma possivel resposta as lesdes
desencadeadas pela peconha de Crotalus durissus ssp., bem como, sua participacdo nos
processos de recuperacdo das lesdes sofridas pelos rins apds exposicao a esta peconha.

Além disso, por conta dos niveis de creatinina s6 se alterarem apds 24 horas e se
materem elevados em 72 horas da inoculacdo da peconha, a realizacdo de novos estudos com
maior tempo de avaliacdo e também com doses maiores devem ser considerados, a fim de
confirmar se os rins, de fato, se recuperam dos efeitos desencadeados pela peconha, como
evidenciado pela expressdo do KIM-1 e, pelo processo inflamatério inicial, ou se a dose de
1,5pg/animal influencia diretamente neste comportamento renal evidenciado.

Este € o primeiro estudo descrevendo reacdo inflamatdria local induzida pela pe¢conha
da serpente Crotalus durissus ssp caracterizada por atividade edematogénica e por
recrutamento leucocitario, demonstrado pela técnica de microscopia intravital, bem como o

pioneiro a correlacionar a expressao do biomarcador KIM-1 a ocorréncia de lesdes tubulares
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proximais induzidos pela peconha crotélica e a sua importancia no diagndstico de danos
renais desencadeados por esta peconha.

Concluimos que a peconha de Crotalus durissus ssp desencadeou alteracdes locais,
nos tecidos musculares e renais e, nos parametros biomoleculares, de forma precoce, e em
alguns bioquimicos convencionais clinicos, mais tardiamente. Assim, reafirmamos aqui a
importancia de utilizar o biomarcador KIM-1, juntamente com os marcadores convencionais,
para fornecer, de uma maneira mais completa, a compreensao da fisiopatologia renal apos
empeconhamento crotalico.

O fato da peconha de Crotalus durissus ssp apresentar efeitos singulares no que diz
respeito a formacdo de edema local significativo implica possiveis diferencas na composicéo
e no efeito da peconha desta serpente em relacdo aos de outras Crotalus brasileiras, o que
dificulta o tratamento convencional nas Unidades Hospitalares do Estado da Bahia. Dessa
forma, este estudo esclarece os efeitos locais desencadeados por esta peconha e evidencia a
importancia de se realizar, ao longo do tempo, novos estudos para o desenvolvimento de

condutas terapéuticas mais eficazes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos indicam que a dose de 1,5ug/animal da peconha de Crotalus
durissus ssp desencadeou: (i) processo inflamatério observado pela acdo edematogénica e
comprovado pela presenca de rolamento, adesdo e transmigracao leucocitaria por microscopia
intravital; (ii) miotoxicidade, visualizadas por padrdes bioquimico e histoldgicos; (iii) danos
renais indicados pelas altera¢fes, mais tardias, dos pardmetros bioquimicos convencionais e,
mais precocemente, dos biomoleculares, bem como pelos processos inflamatorios e
oxicidativos no tecido renal. Foi verificada, ainda, a inducdo de rabdomidlise sem
mioglobindria, fato provavelmente atrelado a dose da peconha utilizada.

De forma conjunta, os efeitos singulares desencados pela peconha da Crotalus
durissus ssp, permitem verificar a existéncia de variacdes intra e interespecificas entre os
efeitos locais e renais desencados pogonha da Crotalus durissus ssp e os efeitos de outras
serpentes deste e de outros géneros.

Além disso, considerando o fato da auséncia de alteracGes dos niveis séricos de ureia
em todos os tempos de tratamento estudados e da presenca de aumentos nos niveis séricos de
creatinina de forma tardia, evidenciou-se a eficacia do biomarcador KIM-1 como um
parametro importantissimo na identificacdo precoce da IRA, corroborando, juntamente com
0S parametros convencionais no entendimento da evolucdo dos danos renais desencadeados

apos um empeconhamento crotalico.
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