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RESUMO

LesOes renais em ratos Wistar intoxicados experimentalmente com
veneno da Caudisona durissa terrifica em diferentes doses

Acidentes ofidicos com a Caudisona durissa terrifica sdo de grande importancia
pelo alto indice de mortalidade em humanos e animais. Neurotoxicidade,
miotoxicidade, alteracdo de coagulacéo, hepato e nefrotoxicidade sao os sinais
clinicos mais comumente observados. O presente estudo teve como obijetivo
avaliar por meio de exame histopatolégico o rim de ratos Wistar
experimentalmente intoxicados com veneno crotalico em diferentes doses.
Noventa ratos foram distribuidos em trés grupos sendo: Grupo controle (GC):
receberam solucao de cloreto de sddio 0,9% intramuscular (IM); Grupo 4 (G4) -
receberam 4mg/Kg do veneno crotalico IM; Grupo 8 (G8)-receberam 8mg/Kg
de veneno crotalico IM. A histopatologia do rim foi realizada nos momentos 6
horas (M6) e 24 horas (M24) apos a inoculacdo do veneno (AV). Foi observada
congestdo renal moderada nos dois grupos, degeneracdo hidropica e pouca
necrose tubular aguda para o G4 no M6 e alta incidéncia de necrose tubular
aguda no M24, no entanto, a necrose tubular aguda foi predominante no G8
nos dois momentos. Conclui-se que em ratos wistar utilizando-se as doses de 4
e 8mg/Kg em 24 horas ap0s intoxicacéo, o veneno crotalico provoca alteragdes
histoldgicas em rim caracterizadas por congestdo, degeneracdo hidropica e
necrose tubular aguda, sendo a intensidade dos sinais dose dependente.
Novos estudos sdo necessarios para avaliacdo das causas que levam a
instalagcéo das alteragdes histologicas renais nesta espécie animal.

Palavras chave: Caudissona durissa terrifica; nefrotoxicidade; histopatologia;
rato



ABSTRACT

Renal lesions of Wistar rats intoxicated experimentally with venom
Caudisona durissa terrifica at different doses

Snakebites with Caudisona durissa terrifica are of great importance for the high
mortality rate in humans and animals. Neurotoxicity, myotoxicity, abnormal
coagulation, hepato and nephrotoxicity are the most commonly observed
clinical signs. The present study aimed to evaluate by histopathology the kidney
of Wistar rats experimentally intoxicated crotalic venom at different doses.
Ninety rats were divided into three groups as follows: control group (CG) -
received solution of sodium chloride 0.9% intramuscular (IM); Group 4 (G4) -
received 4mg/kg of crotalic venom IM; Group 8 (G8) -received 8mg/kg of
crotalic venom IM. Histopathological examination of the kidney was performed
in 6 hours time (M6) and 24 hours (M24) after the inoculation of the venom
(AV). Moderate renal congestion was observed in both groups, hydropic
degeneration and acute tubular necrosis little to G4 in M6 and high incidence of
acute tubular necrosis in M24, however, acute tubular necrosis was
predominant in the G8 at both times. It is concluded that in Wistar rats using
doses of 4 and 8mg/Kg after 24 hours intoxication, crotalic venom causes
histological changes in the kidney characterized by congestion, hydropic
degeneration and acute tubular necrosis, and the signal strength dose
dependent. Further studies are needed to evaluate the causes that lead to the
installation of histological renal changes in this species.

Keywords: Caudissona durissa terrifica; nephrotoxicity; histopathology; rat
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

As serpentes sao encontradas em quase todo o globo terrestre, sendo
mais comum a sua presenca em regides tropicais e subtropicais por serem
animais pecilotérmicos (JIM; SAKATE, 1994). Os acidentes provocados por
serpentes peconhentas sdo um problema de saude publica no Brasil devido a
alta incidéncia de morbi-mortalidade (PINHO; OLIVEIRA; FALEIRQOS, 2004).

Existem aproximadamente trés mil espécies de serpentes no mundo,
das quais de 10 a 12% sao consideradas peconhentas e a mortalidade varia
nas diferentes regides do mundo (PINHO; VIDAL; BURDMANN, 2000).

No Brasil, periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2009, foi registrado
141.882 acidentes ofidicos, o que representa uma media de 28.576 casos por
ano (BRASIL. Ministério da Saude, 2011).

A maioria dos acidentes ocorre no verao, entre janeiro e abril. Esse fato
coincide com a época do ano destinada ao preparo, plantio e colheita da safra
agricola (BARRAVIEIRA; FERREIRA JUNIOR, 2007).

Na regidao de Presidente Prudente, de 2008 a 2012 foram notificados 216
acidentes por animais peconhentos, sendo 40 pela Caudisona durissa
(BRASIL. Ministério da Saude. Sistema de Notificacdo de Informacdo de
Agravos de Notificacdo, 2013). Dos 40 acidentes crotalicos a maioria dos
pacientes eram do sexo masculino, sendo 2010, o ano de maior numero de
notificacdes. Em relagao ao local da picada, as pernas foram os membros mais
atingidos, sendo que 30 pacientes apresentaram sinais clinicos sistémicos, o
que corresponde a 75% dos casos, porém nenhum paciente apresentou
complicacbes locais e nenhum evoluiu para 6bito (BRASIL. Ministério da
Saude. Sistema de Notificacdo de Informacdo de Agravos de Notificacdo,
2013).

Mise, Lira-da-Silva e Carvalho (2006), confirmaram em seu estudo que
0s acidentes ocorrem mais no meio rural, atingindo geralmente os membros
inferiores (72,4%) e menos comumente os membros superiores (14,9%).

As serpentes peconhentas mais comuns encontradas no Brasil
pertencem a quatro géneros: Bothropoides, Caudisona, Lachesis e Micrurus.

Os acidentes pelo género Bothropoides sdo as de maior ocorréncia (90%),
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porém as do género Caudisona (8%) sdo de maior letalidade (TOKARNIA;
PEIXOTO, 2006).

Na medicina veterinaria, ha escassez de dados relacionados a acidentes
ofidicos, uma vez que a notificacdo de um acidente ndo é obrigatéria e muitas
vezes 0 animal é encontrado morto (principalmente os que vivem a campo) nao
sendo possivel determinar com exatiddo a etiologia do quadro (TOKARNIA;
PEIXOTO, 2006).

A Caudisona durissa é uma espécie com distribuicdo ampla, preferem
regides secas, cerrados e raramente a faixa litoranea ou florestas Umidas
(CAMPBELL; LAMAR, 1989).

A espécie Caudisona durissa é considerado de maior importancia clinica
tanto em humanos quanto em animais pela gravidade do quadro clinico que
provoca, sendo em muitos casos fatal, principalmente quando o tratamento
com soro especifico ndo é instituido precocemente (BRASIL. Ministério da
Saude, 2011).

As principais fragcdes do veneno crotalico sdo: crotoxina, crotamina,
giroxina, convulxina e crotalfina (MOURA-GONCALVES; VIEIRA, 1950;
BARRIO, 1961; PRADO-FRANCESCHI; BRAZIL, 1981; ROODT, DOLAB;
SEGRE, 1996; SILVA, 2009).

O veneno, altamente toxico dessa espécie provoca quadros clinicos com
discreta reacdo local e intensa reacdo sistémica como: neurotoxicidade,
miotoxicidade, alteracdo de coagulacdo e “hemdlise in vitro”, além de
complicagbes comuns secundarias aos efeitos diretos e indiretos do veneno
como insuficiéncia renal aguda (IRA) ou insuficiéncia respiratoria
(CAMILLO,1998; PINHO; PEREIRA, 2001).

1.1 Caracteristicas da Serpente Caudisona Durissa Terrifica
Sao encontradas seis subespécies da Caudisona durissa que habitam o

territdrio brasileiro, principalmente Sul e Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste:

Caudisona durissa terrifica, Caudisona durissa collineatus, Caudisona durissa
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cascavella, Caudisona durissa ruriuma, Caudisona durissa marajoensis e
Caudisona durissa trigonicus (PINHO; PEREIRA, 2001; SAKATE, 2002).

Pertence a familia Viperidae, ndo apresentam membros, medem
aproximadamente de 1 a 1,80m, tem cabeca triangular, lingua bifida, olhos
pequenos com pupilas em fendas e presenca de fosseta loreal (6rgédo sensorial
termoreceptor) (Figura 1) situada entre as narinas e os olhos, seus dentes
inoculadores de veneno sdo bem desenvolvidos (solendglifas) e possuem
presenca do guizo ou chocalho na porcdo terminal da cauda (Figura 2)
(NOBLE; SCHMIDT, 1937; PUORTO, 1992; FONTEQUE et al., 2009).

Figura 1 — Org&o sensorial termoreceptor (fosseta loreal)

T e -,v,/f'
- - “ = - '

P _ P
Fonte:(KOCH, 2012)

Figura 2- Dentes desenvolvidos (solendglifas) e guizo

Fonte:(ARAGUAIA, 2012)
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1.2 O Acidente Crotalico e seus Sinais Clinicos

O veneno de serpentes apresenta diferentes atividades biologicas
devido a sua complexa composi¢cdo quimica representada principalmente por
toxinas, enzimas, proteinas e peptideos (NOGUEIRA; SAKATE, 2004; SILVA,
2009).

A intoxicagdo apresenta-se em momentos variados e com diversas
manifestacbes clinicas, decorrentes das propriedades do veneno e da
farmacocinética da sua toxidade (CHIPPAUX; WILLIANS; WHITE,1991).

O veneno crotéalico provoca lesdo local discreta (eritema, edema discreto
e dor de média intensidade), porém os efeitos sistémicos (neurotoxico,
miotoxico, coagulante) geralmente sdo graves e muitas vezes fatais na
auséncia de tratamento, sendo a insuficiéncia renal aguda a complicacdo mais
comum (SCHIMIDT; ABDELBAKI; TU, 1976; CUPO; AZEVEDO-MARQUES;
HERING, 1990; PINHO; OLIVEIRA; FALEIROS, 2004; GUTIERREZ et al.,
2008).

1.3 Efeito Neurotéxico

A crotoxina € uma neurotoxina que consiste de uma fracdo toxica,
fosfolipase A2 e uma fracdo ndo toxica, que € chamada de crotapotina. A
crotoxina € responsavel pelo efeito neurotoxico provocando bloqueio
neuromuscular impedindo a liberagdo de acetilcolina na fibra pré-sinaptica,
caracterizando um sinal clinico inicial de incoordenacdo motora com evolucéo
para tetraparesia flacida, fasciculagdes, flacidez da musculatura da face (face
miasténica), ptose palpebral, alteracdo do diametro pupilar (midriase),
oftalmoplegia, disfagia e dificuldade de fonacao, sialorréia, vomitos, diarréia
além da instalacdo da complicacdo caracterizada por insuficiéncia respiratoria
devido a paralisia dos musculos intercostais e diafragma (ARAUJO;
BELLUOMINI, 1960-62; AZEVEDO-MARQUES et al., 1987; BARRAVIERA,
1994; LAGO et al., 2000; FERNANDES; AGUIAR; DAHER, 2008).
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1.4 Efeito Miotoxico

A lesdo muscular se da pelo efeito da crotoxina e crotamina (um
polipeptideo basico e menos toxica que a crotoxina), sendo que a acdo
fosfolipase A2, provoca hidrdlise de fosfolipideos na membrana plasmaética, que
€ potencializada pelo efeito da crotoxina. A crotoxina pode provocar alteracfes
nos canais de sédio da membrana plasmaética de células musculares
provocando influxo do sdédio para o meio intracelular, ocorrendo liberacdo de
mioglobina (SLOTTA; FRAENKEL-CONRAT, 1938; MOURA-GONCALVES;
VIEIRA, 1950; CHANG; TSENG, 1978; CASTRO, 2006).

Outro dado importante da crotamina recai sobre a sua potente acdo
analgésica, muitas vezes comparada a morfina, observada primeiramente em
ratos (HUDELSON; HUDELSON, 1995; MANCIN et al., 1998).

Pinho e Pereira (2001), acrescentaram que as fibras mais atingidas pelo
veneno séo as de tipo | ou IIA, e a fibra muscular lesada libera quantidades
variaveis de mioglobina, acarretando em mioglobindria e conferindo uma cor
avermelhada ou enegrecida (cor de “coca-cola”) a urina.

A miotoxidade é evidenciada por intensa mialgia podendo estar
associada a discreto edema muscular. Na avaliagdo laboratorial, estudos
mostram que ocorre midlise, e como resultado observa-se valores elevados de
creatinoquinase  (CK), desidrogenase latica (LDL) e  aspartase
alaminotransferase (ALT). O aumento do CK é precoce, com pico maximo de
24 horas ap6s o acidente indicando miotoxidade (PINHO; PEREIRA, 2001).

1.5 Efeito Coagulante

A convulxina induz a sintese de tromboxano A, potente agregante
plaquetéario, e conseguentemente causa agregacao plaquetaria ou aglutinacao
plaguetaria in vitro (BARRAVIERA, 1994; FRANCISCHETTI et al.,, 1997).
Outros sinais clinicos atribuidos a convulxina sdo o aparecimento de
convulsdes, perturbacdes circulatérias e respiratorias (AMARAL; MAGALHAES,
REZENDE, 1991). A giroxina é uma substancia que produz sintomas
labirinticos e ndo é considerada letal (BARRIO, 1961).
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As alteracfes da coagulacédo sanguinea surgem por meio da fracéo “tipo
trombina”, capaz de converter o fibrinogénio diretamente em fibrina, levando o
doente a uma afibrinogenemia e incoagulabilidade sanguinea, além de
aumentos no tempo de protrombina e tromboplastina parcial (AMARAL et al.,
1988; NOGUEIRA, 2001).

1.6 Efeito Nefrotéxico e Lesdo Renal Aguda

A insuficiéncia renal aguda (IRA) é a principal complicacdo do paciente
intoxicado pelo veneno crotalico. A prevaléncia de IRA é de 9 a 31% e os
fatores de risco para desenvolvimento da IRA s&o: idade do paciente, intervalo
do acidente e atendimento meédico, nivel de hidratacdo do paciente, uso
concomitante de drogas nefrotoxicas, idade e tamanho da serpente, época do
ano e local do acidente e quantidade de veneno injetada (PINHO; PEREIRA,
2001).

Outros fatores também corroboram com o surgimento da IRA, como
rabdomidlise, grau de elevacdo de CK, fésforo, potassio e diminuicdo de
albumina (FERNANDES, AGUIAR; DAHER, 2008).

A etiopatogenia da lesdo renal aguda relaciona-se a varios fatores,
como o processo de metabolizagcdo renal, na qual substancias téxicas
desacoplam de seus carreadores protéicos, onde os mecanismos de transporte
facilitam a entrada dessas substancias do limen para o interior das células
tubulares; pode ocorrer diminuicdo do fluxo, devido a efeito vasoconstritor
(angiotensina Il e endotelina) que aumenta o calcio intracelular, elevando o
ténus vascular, diminuindo o coeficiente de ultrafiltracdo. A diminuicdo do fluxo
renal pode produzir radicas livres de oxigénio, causando danos estruturais
intracelulares (BURDMMAN; VIEIRA JUNIOR; VIDAL, 2008).

Alguns autores relatam que na intoxicacao crotalica a IRA decorre tanto
de efeitos nefrotoxicos indiretos e diretos. A acéo indireta do veneno sobre as
células renais seria em decorréncia da mioglobindria secundaria a rabdomidlise
que levaria a obstrucéo tubular por cilindros de mioglobina (MAGALHAES et
al.,1986; SOERENSEN, 1990).

A mioglobina é filtrada através dos glomérulos e reabsorvida nos tubos

proximais por endocitose, que em meio acido, dissocia-se da cadeia de globina
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da porcéo que contém o ferro, o ferro € convertido em ferritina, que potencializa
0 estresse oxidativo, que leva a leséo celular renal, concomitantemente na lise
de células musculares ocorre a liberacdo de nucleotideos (pentose, base
nitrogenada e fosfato) que sdo metabolizados no figado em purinas, tais como,
xantina e hipoxantina, resultando em aumento da producdo de acido urico,
levando a formacdo de cristais de urato e consequente obstrugdo tubular
(EFSTRATIADIS; VOULGARIDOU; NIKIFOROU, 2007).

Os estudos de Sanchez-Lozada et al. (2008), corroboram com o autor
acima citado, enfatizando que a disfuncao renal endotelial € uma caracteristica
durante a leséo renal induzida por hiperuricemia leve, a hip6tese que justifica
tal fato, esta relacionada ao estresse oxidativo, na qual, o superéxido pode
reagir com o oxido nitrico, gerando o peroxinitrito. O acido Urico quando se liga
ao peroxinitrito pode gerar radicais livres, que sdo nocivos as células renais,
levando a citotoxicidade e morte celular.

Amora et al. (2006) e Yamasaki et al. (2008), avaliaram a funcao renal,
apos inducdo do envenenamento pelo veneno da Caudisona durissa terrifica,
sendo que a hiperuricemia e a hiposmolaridade urinaria foram os primeiros
sinais de miotoxicidade indireta. Em relagédo a avaliagdo do tecido renal, houve
destruicdo de membrana, com subsequente perda de proteinas e liberacdo de
enzimas, tais resultados sugerem que o0 estresse oxidativo e atividades da
aminopeptidase, provocam esses efeitos direto no tecido renal.

Alegre et al. (2010), também confirmaram os efeitos diretos no tecido
renal, sendo que as enzimas da classe das aminopeptidases, estresse
oxidativo e incidéncia de hiperuricemia e hipercreatinemia, foram relacionados

ao dano celular.

1.7 Tratamento na Intoxicagao Crotélica

A soroterapia antiofidica é o Unico tratamento eficaz para neutralizar a
acdo da peconha, e deve ser instituido o0 mais precocemente possivel
(THOMAZINI; BARRAVIERA, 1994).

Os soros heterdlogos sdo compostos de imunoglobulinas extraidos da
sensibilizacdo de diversos animais, a maioria de equinos (BRASIL. Ministério

da Saude. Fundacdo Nacional de Saude, 2001). A via de escolha da
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administracdo do soro € a intravenosa (IV), por infuséo lenta, e 0 numero de
ampolas depende da gravidade do caso. O soro deve ser mantidode 4a8°Ce
tem estabilidade por até trés anos (BRASIL. Ministério da Saude. Fundacao
Nacional de Saude, 2001). Para uso na Medicina Veterinaria, encontra-se com
maior facilidade o soro antiofidico polivalente (botrdpico, crotalico e laquético) e
para uso em humanos pode ser usado o soro polivalente ou o especifico (soro
anticrotalico).

De acordo com a Fundacédo Nacional de Saude (BRASIL. Ministério da
Saude. Fundacéo Nacional de Saude, 2001), para seres humanos, a gravidade
do acidente é que se determina a quantidade de soro a ser utilizada (Quadro
1).
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Quadro 1 — Relacéo da quantidade de soro antiofidico a ser administrada de

acordo com a gravidade do quadro clinico para seres humanos.

Gravidade do quadro NuUmero de ampolas Tipo de soro
Leve 05 ampolas SABC ou SAC

presenca de face
miasténica, auséncia de
visdo turva, mialgia, urina
vermelha ou marrom,
oligdria ou andria e tempo
de coagulacdo normal

Moderado 10 ampolas SABC ou SAC

Presenca de face
miasténicas, visdo turva
discreta ou evidente, mialgia
discreta, urina vermelha ou
marrom pouco evidente,
oliguria ou anuria ausente e
tempo de coagulacéo
normal ou com sinais de
alteracao

Grave 20 ampolas SABC ou SAC

face miasténica, viséo turva
evidentes, mialgia intensa,
urina vermelha ou marrom
presente, oliglria ou andria
presente e alteracdo no tempo
de coagulacéo
SABC=Soro antibotrépico-crotélico
SAC=Soro anticrotalico
Fonte: (BRASIL. Ministério da Saude. Fundacéo Nacional de Salde, 2001).

Na Medicina Veterinaria, Aradjo e Belluomini (1960-62) consideram que
a quantidade de soro a ser aplicada em animais intoxicados, deve ser

suficiente para neutralizar no minimo 50mg de veneno crotélico.

O tratamento geral no acidente crotalico, além da soroterapia, inclui todo
tratamento suporte necessario e procedimentos para preservacdao da funcao
renal, evitando a instalacéo da IRA (BARRAVIEIRA, 1994).

Considerando o0s prejuizos provocados por este acidente, tanto em

humanos como animais, em virtude da grande incidéncia de insuficiéncia renal
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aguda como complicacdo do mesmo e escassez de estudos experimentais
encontrados na literatura, sobre alteracdes histolégicas renais em roedores, 0
presente estudo teve como objetivo, avaliar lesdes renais por meio da
histopatologia em ratos Wistar experimentalmente intoxicados com veneno da
Caudisona durissa terrifica em diferentes doses.
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LesOes renais em ratos Wistar intoxicados experimentalmente com
veneno da Caudisona durissa terrifica em diferentes doses
Renal lesions of Wistar rats intoxicated experimentally with venom
Caudisona durissa terrifica at different doses
CAMARGO, A.M.S"; '"NOGUEIRA,R.M.B?; LAPOSY, C.B? BATISTA, F>;
GARCIA, A.C.B* SANCHES, A.C.A% SILVA, M.C* SILVA, D.A%* NAI, G.A%,

Resumo

Acidentes ofidicos com a Caudisona durissa terrifica sdo de grande importancia
pelo alto indice de mortalidade em humanos e animais. Neurotoxicidade,
miotoxicidade, alteracdo de coagulagéo, hepato e nefrotoxicidade sao os sinais
clinicos mais comumente observados. O presente estudo teve como objetivo
avaliar por meio de exame histopatolégico o rim de ratos Wistar
experimentalmente intoxicados com veneno crotalico em diferentes doses.
Noventa ratos foram distribuidos em trés grupos sendo: Grupo controle (GC):
receberam solucéo de cloreto de sédio 0,9% intramuscular (IM); Grupo 4 (G4) -
receberam 4mg/Kg do veneno crotalico IM; Grupo 8 (G8)-receberam 8mg/Kg
de veneno crotélico IM. A histopatologia do rim foi realizada nos momentos 6
horas (M6) e 24 horas (M24) ap6s a inoculacdo do veneno (AV). Foi observada
congestdo renal moderada nos dois grupos, degeneracdo hidrépica e pouca
necrose tubular aguda para o G4 no M6 e alta incidéncia de necrose tubular
aguda no M24, no entanto, a necrose tubular aguda foi predominante no G8
nos dois momentos. Conclui-se que em ratos wistar utilizando-se as doses de 4
e 8mg/Kg em 24 horas apos intoxicagédo, o veneno crotalico provoca alteracoes
histolégicas em rim caracterizadas por congestdo, degeneracdo hidropica e
necrose tubular aguda, sendo a intensidade dos sinais dose dependente.
Novos estudos sdo necessérios para avaliacdo das causas que levam a
instalacdo das alteracdes histoldgicas renais nesta espécie animal.

Palavras chave: Caudissona durissa terrifica; nefrotoxicidade; histopatologia;
rato

Abstract

Snakebites with Caudisona durissa terrifica are of great importance for the high
mortality rate in humans and animals. Neurotoxicity, myotoxicity, abnormal
coagulation, hepato and nephrotoxicity are the most commonly observed
clinical signs. The present study aimed to evaluate by histopathology the kidney
of Wistar rats experimentally intoxicated crotalic venom at different doses.
Ninety rats were divided into three groups as follows: control group (CG) -
received solution of sodium chloride 0.9% intramuscular (IM); Group 4 (G4) -
received 4mg/kg of crotalic venom IM; Group 8 (G8) -received 8mg/kg of
crotalic venom IM. Histopathological examination of the kidney was performed
in 6 hours time (M6) and 24 hours (M24) after the inoculation of the venom
(AV). Moderate renal congestion was observed in both groups, hydropic
degeneration and acute tubular necrosis little to G4 in M6 and high incidence of
acute tubular necrosis in M24, however, acute tubular necrosis was
predominant in the G8 at both times. It is concluded that in Wistar rats using
doses of 4 and 8mg/Kg after 24 hours intoxication, crotalic venom causes
histological changes in the kidney characterized by congestion, hydropic
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degeneration and acute tubular necrosis, and the signal strength dose
dependent. Further studies are needed to evaluate the causes that lead to the
installation of histological renal changes in this species.

Keywords: Caudissona durissa terrifica; nephrotoxicity; histopathology; rat
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Introducéo

No mundo existem aproximadamente trés mil espécies de serpentes das
quais 10 a 20% séao consideradas peconhentas (PINHO; VIDAL; BURDMANN,
2000; UETZ, 2012). As espécies do género Caudisona durissa, conhecidas
popularmente por cascavel, sdo responsaveis por aproximadamente 8% do
total de acidentes envolvendo seres humanos e animais e destes 72%,
evoluem para 6bito (BRASIL, 1998; OLIVEIRA, 2010).

No Brasil, de janeiro de 2005 a dezembro de 2009, foram registrados
141.882 acidentes ofidicos, o que representa uma media de 28.576 casos por
ano, sendo o indice de letalidade de 0,39% (BRASIL, 2011).

Na regido de Presidente Prudente, de 2008 a 2012 foram notificados 216
acidentes por animais peconhentos em seres humanos, sendo 40 pela
Caudisona durissa terrifica (Cdt). Deste ultimo, a maioria dos pacientes era do
sexo masculino, sendo 2010, o ano de maior numero de notificagdes. Em
relacéo ao local da picada, as pernas foram os membros mais atingidos, sendo
que 30 pacientes apresentaram manifestacdes sistémicas, 0 que corresponde
a 75% dos casos, porém nenhum apresentou complicacdes locais ou evoluiu
para 6bito ( BRASIL, 2013).

A Caudisona durissa terrifica € encontrada em campos abertos, areas secas,
arenosas e pedregosas sendo de distribuicdo por todo territdério nacional
(FONTEQUE et al.,, 2009). Seu veneno altamente toxico € constituido
bioquimicamente por uma composicdo diversificada e complexa, formada por
compostos inorganicos, compostos organicos como enzimas hidroliticas e ndo
hidroliticas, proteoliticas, além de toxinas como a crotoxina, crotamina,
crotapotina, convulxina, giroxina e crotalfina (ROODT; DOLAB; SEGRE, 1996;
SILVA, 2009; OLIVEIRA, 2010).

Os sinais clinicos, geralmente graves, sao discretos localmente, mas intenso
sistemicamente com predominante acdo neurotoxica, miotoxica e coagulante,
podendo levar o paciente a Obito por complicacbes secundarias como, a
insuficiéncia renal aguda (IRA) ou insuficiéncia respiratoria (VIDAL et al., 1997;
CAMILLO, 1998; PINHO; PEREIRA, 2001).

Das complicagbes, a mais grave e comum neste acidente € o
desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda (SCHMIDT; ABDELBAKI; TU,
1976; CUPO; AZEVEDO-MARQUES; HERING, 1990; PINHO; OLIVEIRA;
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FALEIROS, 2004) e a crotoxina € a principal responsavel por este efeito
nefrotoxico (MARTINS et al., 2002).

Burdmann, Janior e Vidal (2008) enfatizaram que no monitoramento da
funcdo renal, a dosagem de creatinina sé€rica, € um marcador pouco sensivel,
pois se eleva significativamente apenas quando a filtracdo glomerular cai para
30 a 50%.

Alguns autores relatam que na intoxicagdo crotdlica, a IRA decorre tanto de
efeitos nefrotoxicos indiretos como diretos. A nefrotoxicidade indireta esta
relacionada a miotoxicidade secundaria a rabdomidlise e mioglobinaria
(MAGALHAES et al., 1986; ALEGRE et al., 2010). Os efeitos diretos podem
estar relacionados, as alteracdes de enzimas da classe das aminopeptidases,
ao estresse oxidativo no tecido renal e a incidéncia de hiperuricemia e
hipercreatinemia (AMORA et al., 2006; YAMASAKI et al., 2008; ALEGRE et al.,
2010).

O efeito renal também esté relacionado a acdo da fosfolipase A2 (PLA2)
presente no veneno, que leva a formacdo de prostaglandinas e leucotrienos,
causando um aumento na permeabilidade celular, edema e queda na presséo
sanguinea, por acdo direta nos tubulos e glomérulos. A liberacdo de outros
mediadores provenientes de macréfagos ativados pelo veneno crotalico
também contribui para esse efeito (MARTINS et al., 1998; MONTEIRO et al.,
2001; MARTINS et al., 2003; AMORA, 2008; SILVA, 2009).

Existem outros fatores que devem ser levados em consideragéo e podem ser
considerados preditivos de leséo renal como, idade do paciente, intervalo do
acidente e atendimento médico, nivel de hidratacdo do paciente, uso
concomitante de drogas nefrotéxicas, grau de elevacdo dos niveis séricos de
creatinoquinase (CK), potassio, fosforo e diminuigdo da albumina, tamanho da
serpente, época do ano e local do acidente além da quantidade de veneno
injetada (VIDAL et al., 1997; PINHO; VIDAL; BURDMANN, 2000).

Araujo e Belluomini (1960-62) relataram que a dose de 1mg/kg de peso vivo
do veneno crotalico, em animais domésticos e de laboratério, pode ser fatal,
sendo 0s equinos, ovinos e bovinos os mais sensiveis, seguidos de forma
decrescente pelos caprinos, caninos, coelhos, suinos, cobaios, camundongos,

felinos e hamsters, além do rato que sobreviveu a dose utilizada.
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Na busca por maiores esclarecimentos sobre os efeitos do veneno e seu
efeito nefrotdxico, pela escassez de estudos experimentais encontrados na
literatura, sobre alteracdes histologicas renais em roedores, o presente estudo
teve como objetivo, avaliar lesbes renais por meio da histopatologia em ratos
Wistar experimentalmente intoxicados com veneno da Caudisona durissa

terrifica em diferentes doses.

Material e Métodos

O veneno da Caudisona durissa terrifica foi fornecido pelo Centro de
Estudos de Veneno e Animais Peconhentos (CEVAP) da Universidade
Estadual Paulista — UNESP, Campus de Botucatu.

Noventa ratos Wistar, machos, com peso médio de 200g, e 60 dias de idade
permaneceram alojados em ambiente controlado, temperatura de 22°C + 2,
fotoperiodo de 12h (horas) claro e 12h escuro e receberam racdo e agua ad
libitum. Os animais foram distribuidos em trés grupos (n=30 em cada grupo),
sendo:

e Grupo controle (GC)-receberam solucédo de cloreto de sodio 0,9% via
intramuscular (IM) no membro posterior direito;

e Grupo 4 (G4)-receberam a dose de 4mg/Kg do veneno crotalico por via
IM no membro posterior direito;

e Grupo 8 (G8)-receberam a dose de 8mg/Kg do veneno crotalico por via
IM no membro posterior direito;

De cada grupo, quinze animais foram avaliados com 6 horas (M6) e outros
quinze com 24 horas (M24) apoés inoculacdo do veneno. As doses de veneno
foram determinadas através de experimento piloto.

Os animais foram anestesiados com éter (FRANCA et al., 2009) para a
abertura da cavidade abdominal, retirada dos rins, colheita de um fragmento e
em seguida foram sacrificados, por exsanguinacdo. As amostras foram
processadas para inclusdo em parafina e os cortes corados pela hematoxilnia —
eosina (HE) e pelo acido periodico de Shiff (PAS) com didstase. Para avaliagdo
histopatolégica, foram observados os seguintes itens: congestdo, infiltrado
inflamatorio, tubulo renal, glomérulo, vasos e cilindros.

O pressuposto da normalidade dos dados e homogeneidade foi validado

respectivamente pelo teste de Shapirowilk e Levene. As variaveis nao
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paramétricas foram avaliadas pelo teste de Kruskall-Wallis e a comparacéo das
variaveis entre os diferentes momentos foi realizada pelo teste de Mann-
whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5% (MAROCO, 2007).

Resultados

Houve presenca de congestédo renal de grau leve em quatro animais (13,3%)
do GC, no momento 24h. Nos outros dois grupos (G4 e G8) 100% dos animais
apresentou congestao renal de grau moderado diferindo de forma significativa
(p<0,05) do GC no M6 e M24. Na comparacao entre momentos dentro do
mesmo grupo nado houve diferenca (Tabela 1).

Tabela 1 — Percentual (%) de animais com congestdo renal na analise

histopatolégica nos diferentes grupos e momentos de avaliacao.

Grupos Momentos

M6 M24
GC 13,3% Aa (n=4) 0% Ba (n=0)
G4 100% Ab  (n=15) 100% Ab (n=15)
G8 100% Ab  (n=15) 100% Ab (n=15)

Letras mailusculas comparam momentos dentro do mesmo grupo.
Letras mindsculas comparam grupos dentro do mesmo momento

A tabela 2 mostra os resultados, da variavel degeneracéo hidropica (Figura
1) presente no G4 em 80% dos animais no M6, e em 100% deles no M24. Para
0 G8, nos dois momentos de avaliagdo, degeneracgéo hidrépica foi presente em
100% dos animais. O G4 e G8 nao diferiram entre si, mas diferiram (p<0,05)

quando comparado ao GC.

Tabela 2 — Percentual (%) de animais com degeneracao hidropica na analise

histopatoldgica nos diferentes grupos e momentos de avaliacao.

Grupos Momentos

M6 M24
GC 0% Aa (n=0) 0% Aa (n=0)
G4 80% Ab (n=12) 100% Bb (n=15)
G8 100% Ab (n=15) 100% Ab (n=15)

Letras mailusculas comparam momentos dentro do mesmo grupo.
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Letras minasculas comparam grupos dentro do mesmo momento

Figura 1. Corte histolégico mostrando rim normal (A — Hematoxilina-eosina,
aumento de 400x; B — PAS, aumento de 400x). Corte histolégico mostrando rim
com degeneracdo hidropica tubular (C — Hematoxilina-eosina, aumento de
400x; D — PAS, aumento de 400x).

Necrose tubular aguda (NTA) (Figura 2), conforme tabela 3, foi positiva para
0 G4 somente no M24 em 13,3% dos animais, enquanto no G8 93,3% dos
animais foram positivos no M6, e 100% deles positivos no M24. Na
comparacao entre grupos houve diferenca significativa (p<0,05) do G4 e G8
nos dois momentos em relacdo ao GC. Na comparacao entre G4 e G8, tanto
no M6 como no M24 houve diferenca significativa (p<0,05). Na comparagéo
entre momentos dentro do mesmo grupo foi observado diferengca (p<0,05)
somente no G4 com presenca de necrose tubular no M24 comparado ao M6

onde houve auséncia deste sinal.
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Tabela 3 — Percentual (%) de animais com necrose tubular aguda na analise

histopatolégica nos diferentes grupos e momentos de avaliagéo.

Grupos Momentos

M6 M24
GC 0% Aa  (n=0) 0%Aa  (n=2)
G4 0% Ab  (n=0) 13,3% Bb (n=3)
G8 93,3% Abc (n=14) 100% Abc  (n=15)

Letras mailsculas comparam momentos dentro do mesmo grupo.
Letras minasculas comparam grupos dentro do mesmo momento

Alteragcdes glomerulares, neovascularizagdes, cilindros e infiltrado

inflamatério foram ausentes em todos os grupos e momentos de avaliacéo.

Figura 2. Corte histolégico mostrando rim com degeneragdo hidrépica
tubular (seta fina) e necrose tubular aguda (seta grossa). (A — Hematoxilina-

eosina, aumento de 400x; B — PAS, aumento de 400x).

Discussao

Na andlise histologica, a congestdo e degeneracdo hidrépica observadas,
sdo as primeiras manifestacdes de quase todas as formas de lesdo as células.
A congestdao é resultante da redugdo do fluxo sanguineo em um tecido
podendo ser sistémica ou local. J& a degeneracgédo, se caracteriza pelo acumulo
de agua no meio intracelular, consequéncia de desequilibrios no controle do
gradiente osmético em nivel de membrana citoplasmatica e nos mecanismos

de absorcdo, eliminacdo de agua e eletrdlitos intracelulares que levam ao
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surgimento de pequenos vacuolos claros dentro do citoplasma, que
representam segmentos distendidos ou sequestrados do reticulo
endoplasmatico (MIRANDA; SANTOS, 2008).

Monteiro et al. (2001), em estudo experimental com ratos, utilizando o
veneno total ou sua fracdo crotoxina, relataram edema celular pelo aumento da
permeabilidade do capilar e diminuicdo da pressdo arterial. Tal fato foi
associado ao efeito da fosfolipase A2, que est4 relacionada com a formacgéo de
prostaglandina e leucotrienos além da presenca de grande quantidade de
proteina nos glomeérulos.

A instalacdo de insuficiéncia renal aguda geralmente é de r4pida evolucédo e
aparece em dias ou semanas. O diagndéstico geralmente é laboratorial, pela
deteccdo da elevacdo da uréia e creatinina plasmaticas, na auséncia de
sintomas clinicos. Contudo, quando a disfuncédo € grave, o0s sinais e sintomas
da sindrome urémica ja podem aparecer (AMARAL et al., 1986). Outros fatores
que podem contribuir para a lesdo renal sdo a instalagdo de desidratagéo,
hipotenséo arterial, acidose metabdlica e choque (SOERENSEN, 1990).

Mesmo relatado na literatura, que a miotoxicidade sistémica tem acao
nefrotoxica indireta, alguns autores relataram sua acéo direta sobre os tubulos
renais em virtude da ndo elevacdo dos niveis de creatinoquinase (CK) no
plasma em diferentes doses e vias de administracdo (MARTINS et al., 1998;
AMORA et al., 2006; ALEGRE et al., 2010).

A CK é uma enzima especifica do tecido muscular esquelético, e seus
valores séricos tendem a aumentar na presenca de miopatia e rabdomiolise,
comum no acidente crotalico e uma das causas do aparecimento da necrose
tubular aguda (LAGO et al, 2000; BUCARETCHI; HERRERA; HYSLOP, 2002;
FLORIANO et al., 2009), presente neste estudo em grande parte dos animais
gue receberam a dose de 8mg/Kg do veneno crotalico.

A fisiopatologia da rabdomidlise, elevacdo da mioglobina e da mioglobinuria e
acidose metabdlica, que surge em consequéncia da liberacdo de acidos
organicos das células necrosadas e de acido lactico, durante a hipoxia celular,
vao determinar a precipitacdo dos cristais de &cido Urico e de mioglobina nos
ttbulos renais (MAGALHAES et al., 1986).

Recentemente Yamasaki et al. (2008) e Alegre et al. (2010) relataram

hiperuricemia em camundongos e ratos intoxicados experimentalmente com
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veneno crotalico, 0 que pode ocorrer, tanto pelo 0 aumento na geracdo, como
na diminuicdo da excrecdo (EJAZ et al., 2007), além de inducéo de estresse
oxidativo no rim (SANCHEZ-LOZADA et al., 2008), no endotélio (YU et al.,
2010) e em células musculares lisas vasculares (CORRY et al., 2008).

Embora 100% de hiperuricemia tenha sido relatada, contra 60% de
hipercreatinemia em humanos picados pela Cdt (YAMASAKI et al., 2008;
ALEGRE et al., 2010) e outras espécies de serpentes (KANJANABUCH,;
SITPRIJA, 2008), este parametro nao tem recebido a devida atencdo, como um
fator relevante na etiologia da IRA, portanto, deve ser alvo de atencédo e
estudos futuros.

Em 2003, Morais et al. relataram em estudo com veneno crotalico em ratos
Wistar utilizando a dose de 0,75mg (dose total) auséncia de lesdo tubular apés
4 horas, e na dose de 1,5mg, 24 horas apds o veneno, 10% de lesdo tubular
discreta, 50% de lesdo moderada e 40% de leséo acentuada, caracterizando
que quanto maior a dose do veneno, maior sdo as alteracdes histoldgicas. No
estudo atual, as alteracdes também foram dose dependentes e com 24 horas
utiizando uma dose duas vezes e meia superior, observou-se 100% de
degeneracdo hidrépica, 13,3% de necrose tubular e com cinco vezes a dose,
100% de degeneracdo hidrépica associada a necrose tubular.

O atual estudo corrobora com Frezatti e Silveira (2011) que relataram em
camundongos, utilizando a dose de 1mg/20g de peso vivo, a presenca de
edema e necrose tubular 24 horas ap6s aplicagdo do veneno crotélico.

Outros estudos, em outras espécies animais como caninos e bovinos,
também relataram alteracbes histolégicas como congestdo, degeneracao
tubular, necrose tubular aguda e glomerulonefrite focal, no entanto, o tempo de
aparecimento dos sinais e intensidade sao diferentes aos observados neste
estudo com roedores, provavelmente devido as diferentes doses, vias de
administracdo do veneno e da diferenca de sensibilidade das espécies ao
veneno (BELLUOMINI et al.,, 1982; BIRGEL; BELLUOMINI; LEINZ, 1983;
SALIBA; BELLUOMINI; LEINZ, 1983; LAGO et al., 2000; NOGUEIRA et al.,
2007; SANGIORGIO et al., 2008).
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Conclusdes

Conclui-se que em ratos Wistar utilizando-se as doses de 4 e 8mg/Kg e
avaliando-se até 24 horas apoés intoxicacdo, 0 veneno crotélico provoca
alteracdes histolégicas em rim caracterizadas por congestdo, degeneracéo
hidropica e necrose tubular renal, sendo a intensidade dos sinais dose
dependente. Novos estudos sdo necessarios para avaliagdo das causas que
levam a instalagcédo das alteracdes histologicas renais nesta espécie animal.

Comité de ética

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), sob o protocolo n°® 991/12, realizado no Biotério Central da
Universidade de origem e foi de acordo com as normas técnicas de

biosseguranca e ética.
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