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RESUMO

COMPARAGAO CLINICA E LABORATORIAL DOS EFEITOS DO VENENO
BRUTO DAS SERPENTES CROTALUS DURISSUS COLLILINEATUS E
CROTALUS DURISSUS TERRIFICUS EM RATOS WISTAR

Acidentes ofidicos representam um grave problema de Saude Publica e fazem parte
da lista de doencgas negligenciadas da Organizagdo Mundial da Saude. Milhdes de
acidentes ocorrem anualmente, com milhares de mortes e incapacitacboes
temporarias ou permanentes. O soro antiofidico para o tratamento nem sempre esta
disponivel ou é adequado para o tipo de serpente da regido. Ha um grande impacto
econdmico nas familias e comunidades atingidas. O Brasil relata a maioria dos
casos da América Latina com mais de vinte mil casos anuais e letalidade média
geral de 3,5% no periodo entre 2007 e 2016. A maioria desses acidentes € atribuida
ao género Bothrops. O acidente crotalico corresponde a cerca de 19% do total, mas
tem letalidade média de 8,12%. Em Medicina Veterinaria os acidentes ofidicos ndo
sdo de notificagdo obrigatéria. O diagnostico, quando a serpente ndo pode ser
identificada, depende da avaliagdo clinica e laboratorial. Considerando a
complexidade dos acidentes ofidicos, seu alto custo e riscos durante o tratamento, o
diagndstico clinico e laboratorial preciso € fundamental para que o profissional de
saude possa atuar de forma eficaz. Conhecer as altera¢gdes clinicas e laboratoriais
facilita o diagndstico correto e a avaliagdo da gravidade do quadro, orientando o
tratamento do paciente. O objetivo desse estudo foi comparar os efeitos da
intoxicagdo experimental em ratos Wistar com veneno bruto de Crotalus durissus
collilineatus (Cdc) e Crotalus durissus terrificus (Cdt). Sessenta ratos Wistar foram
distribuidos em trés grupos (n=20) e tratados com: grupo 1 (G1): controle, solugéo
salina a 0,9% intramuscular (IM); grupo 2 (G2): 1mg Kg-1 de veneno de Cdc IM;
grupo 3(G3): 1mg Kg-1 de veneno de Cdt IM. Foram avaliados locomogao e
postura, membro inoculado e atividade motora nos momentos: MO (antes da
inoculagao), M1 (60 min. apds) e M2 (120 min. apds). Avaliagdo de hemograma,
bioquimica sérica (alaninoaminotransferase - ALT, aspartatoaminotransferase - AST,
fosfatase alcalina -ALP, ureia, creatinina, creatina quinase - CK e CK-MB) e
histopatologia ocorreu seis horas apds. Nossos achados concordam com os de
outros autores, porém nenhum outro estudo compara os efeitos dos dois venenos
crotalicos. Ambos o0s venenos provocaram alteragdes clinicas, laboratoriais e
histolégicas na primeira hora, com acentuagao ao longo do tempo. As alteragbes
clinica e histolégica muscular foram mais evidentes nos animais intoxicados com
veneno da Cdt. Ja o veneno da Cdc provocou maiores alteragdes laboratoriais, tanto
no hemograma como na bioquimica sérica. Conclui-se que os dois venenos
provocam alteragdes clinica, laboratorial e histolégica muscular na primeira hora
apos inoculagdo do veneno, com piora gradativa ao longo do tempo, sendo as
alteragdes clinicas e histolégicas mais evidentes nos animais intoxicados com
veneno da Cdt e as laboratoriais do hemograma e bioquimica sérica mais evidentes
para o veneno da Cdc. Sugere-se que outros estudos sejam realizados com as
diferentes fracdes de cada veneno e do veneno bruto sobre os diferentes tipos
musculares.

Palavras-chave: Acidente crotalico. Diagnodstico. Crotalus durissus fterrificus.
Crotalus durissus collilineatus. Analise clinica. Analise laboratorial.



ABSTRACT

CLINICAL AND LABORATORIAL COMPARISON OF THE EFFECTS OF THE
SERPENT CROSS VENOM CROTALUS DURISSUS COLLILINEATUS AND
CROTALUS DURISSUS TERRIFICUS IN WISTAR RATS

Snakebites constitute a serious public health problem and are part of the list of
neglected diseases of the World Health Organization. Million accidents occur
annually, with thousands of deaths and temporary or permanent disability. The snake
antivenoms for treatment not always available or is appropriate for the type of snake
in the region. There is a large economic impact on families and communities
affected. The Brazil reports the most cases of Latin America with more than 20000
annual cases and general average lethality of 3.5% in the period between 2007 and
2016. Most of these accidents is attributed to the genus Bothrops. The accident
crotalico is about 19% of the total, but has average 8.12% lethality. In veterinary
medicine the snakebites are not notifiable. The diagnosis, when the serpent cannot
be identified, depends on the clinical and laboratory assessment. Considering the
complexity of snakebites, your high cost and risks during treatment, the clinical and
laboratory diagnosis need is fundamental for the health care professional can act
effectively. Meet the clinical and laboratory facilitates the correct diagnosis and
assessment of severity of the frame, guiding the patient's treatment. The aim of this
study was to compare the effects of experimental poisoning in Wistar rats with
Crotalus durissus collilineatus crude venom (Cdc) and Crotalus durissus terrificus
(Cdt). 60 Wistar rats were divided into three groups (n = 20) and treated with: Group
1 (G1): control, saline solution 0.9% intramuscular (IM); Group 2 (G2): 1 mg Kg-1 of
poison from Cdc IM; Group 3 (G3): 1 mg Kg-1 of poison of Cdt IM. Locomotion and
posture were evaluated, and motor activity in inoculated Member moments: MO (prior
to inoculation), M1 (60 min. after) and M2 (120 min. after). Evaluation of complete
blood count, serum Biochemistry (alaninoaminotransferase-ALT, AST, alkaline
phosphatase-aspartatoaminotransferase-ALP, urea, creatinine, creatine kinase-CK
and CK-MB) and histopathology occurred 6 hours after. Our findings agree with
those of other authors, but no other study compares the effects of two poisons
crotalicos. Both poisons have resulted in clinical, laboratory and histological changes
in the first hour, with accent marks over time. Clinical and histological changes were
most evident in muscle of animals poisoned with the poison of Cdt. Cdc caused
major changes in both the laboratory blood test as in serum biochemistry. It is
concluded that both poisons cause clinical, laboratory and histological changes of
muscle in the first hour after inoculation of the venom, with gradual worsening over
time, being clinical and histological changes more evident in animals intoxicated with
venom of the Cdt and the blood count and serum biochemistry laboratory more
evident to the venom of the Cdc suggests that other studies to be carried out with the
different fractions of each poison and raw venom about the different muscle types.

Keywords: Crotalic Accident. Diagnosis. Crotalus durissus terrificus.. Crotalus
durissus collilineatus. Clinical analysis. Laboratory analysis.
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1 INTRODUGAO

Os acidentes ofidicos representam um grave problema de Saude Publica e
foram reinseridos na lista de doengas tropicais negligenciadas da Organizagao
Mundial de Saude (OMS) em 2017, quando o 6rgéao publicou uma resolugdo com
varias iniciativas para melhoria da situagcéo nas areas mais afetadas (CHIPPPAUX,
2017; MEDIAVILLA, 2018). Estimativa da OMS aponta cerca de 5 milhdes de
acidentes ofidicos por ano, que resultam em até 2,7 milhdes de envenenamentos.
Sao relatadas anualmente entre 81.000 e 138.000 mortes, além de cerca de 400.000
amputagdes e outras incapacidades permanentes. Muitos acidentes ofidicos ndo sé&o
notificados, ou porque as vitimas procuram tratamentos ndo médicos ou porque nao
tém acesso a cuidados de saude. Acredita-se, portanto, que esse numero seja
resultado de subnotificacdo (OMS, 2018).

A soroterapia € o tratamento padrdo, com uso de soro antiofidico produzido
geralmente em equinos. O processo é caro e sofre com problemas de regionalizagéo
das espécies de serpentes, distribuicdo e manutengdo quando o produto nao é
liofilizado, prazos de validade curtos do produto e dificuldade de acessibilidade
quando necessario em areas isoladas (CHIPPAUX, 2017).

As consequéncias dos envenenamentos envolvem a familia toda. Em muitos
casos eles aumentam os niveis de pobreza e pode haver estresse pos-traumatico;
as familias gastam suas poupancgas ou tém que pedir empréstimo para pagar pelo
tratamento. O acesso ao soro antiofidico e ao tratamento € precario em paises de
baixo desenvolvimento e em zonas rurais. O custo beneficio de producéo leva a
interrupcao de produgao pelos grandes laboratérios, ha dificuldade de distribuigcao de
produtos biolégicos por falta de fornecimento de energia elétrica e falhas de
treinamento das equipes de saude (MEDIAVILLA, 2018; SERVA, 2018).

O custo médio do tratamento e o calculo das DALY's (Disability Adjusted Life
Years — Esperanga de Vida corrigida pela Incapacidade) ndo sao facilmente
encontrados, mas apenas o custo do soro antiofidico pode variar de US$ 50 a US$
640. Na india, em 2010, o tratamento custava em média US$ 5150, podendo dobrar
por causa de complicagbes (WHO, 2018). Mediavilla (2018) cita que, na Espanha,
cada internagdo custaria cerca de €2000,00 (R$8566,00). Kasturiratne et al. (2017)
estimaram as DALYs em 11,01 a 15,076 anos no Sri Lanka como resultado de

acidentes ofidicos.
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Habib e Brown (2018) discutem em seu artigo que as manifesta¢des
psiquiatricas pos-acidente incluem depressao e estresse pos-traumatico e podem
afetar as vitimas, suas familias e a comunidade local de maneira crénica,
especialmente em comunidades rurais com agricultura de subsisténcia, onde séo
comuns. O impacto geral dos acidentes ofidicos na agricultura familiar ndo costuma
ser formalmente calculado e, embora os acidentes ofidicos tenham um impacto alto
em DALYs quando comparado a outras doengas negligenciadas, sua parcela no
orcamento dos sistemas de saude costuma ser menor.

O custo médio do tratamento dos acidentes ofidicos por DALY € mais baixo
que o de outros problemas de saude e, portanto, o custo beneficio do tratamento
antiofidico na prevengcao de morte e sequelas é alto, devendo ser levado em
consideragao e ser tratado com prioridade (BROWN; LANDON, 2010; HABIB et al.,
2015). Apesar de seu amplo impacto nas familias e comunidades atingidas, ha falta
de investimento até por entidades filantrépicas, que priorizam enfermidades
transmissiveis ou preveniveis por vacinas (CALVETE et al., 2018).

No Brasil o soro antiofidico para uso humano é fornecido ao Ministério da
Saude pelos laboratorios produtores oficiais brasileiros: Instituto Butantan (SP),
Instituto Vital Brazil (RJ) e Fundagao Ezequiel Dias (MG). A solicitagdo das doses e
manutencao dos estoques é responsabilidade dos Estados e Municipios, a partir dos
dados epidemioldgicos de ocorréncia (AQUINO; SOUZA; ABREU, 2017).

O soro antiofidico brasileiro é liquido e necessita de refrigeracao para
transporte a armazenamento. Ha soros liofilizados disponiveis na Ameérica Latina,
mas nao ha importacado destes produtos. Um dos problemas para a importacéo € a
falta de especificidade do produto, ja que néo seria produzido com o veneno de
serpentes locais. O custo por dose do soro liquido é de R$ 150 a R$ 200. Para
haver produgdo nacional de soro liofilizado, o investimento em uma maquina de
liofilizagdo giraria em torno de R$ 3,8 milhdes e o custo do frasco de soro liofilizado
seria cerca de 50% maior (SERVA, 2018).

Em estudo realizado no Estado de Roraima, o numero médio de ampolas de
soro antiofidico utilizado por tratamento variou de 6,5 a 11,5 com falhas no
conhecimento clinico e epidemiologico para a real classificagdo do quadro e, por
consequéncia, administragao inadequada de doses. Os mesmos autores citam que a
producao do soro utilizado na regiao é realizada em outros estados com espécies

que nao representam a fauna regional (RORIZ et al., 2018).
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A realidade é que hospitais em areas onde acidentes ofidicos sdo comuns
nem sempre conseguem manter estoque necessario de soro antiofidico, mesmo que
os pacientes tenham condigdes de pagar pelo tratamento. Isso aumenta o tempo
decorrido entre o acidente e o inicio do tratamento, pois as vitimas necessitam de
transporte para hospitais mais distantes (HABIB; BROWN, 2018). O tempo maximo
considerado adequado descrito na literatura médica é de 6 horas. No estudo de
Roriz et al. (2018), 72,7% dos pacientes levaram mais de 6 horas entre a picada e a
chegada ao hospital, tempo relacionado a distancia entre o domicilio e o hospital de
referéncia para tratamento antiofidico.

Devido ao amplo territério e grande diversidade de espécies de serpentes
peconhentas, o Brasil apresenta o maior indice de acidentes ofidicos da América
Latina, com cerca de 26 mil a 29 mil casos por ano, seguido pela Venezuela (7000),
Colémbia (3000) e Equador (1400 — 1600). Segundo os ultimos dados, houve uma
reducdo nos impactos regionais dos acidentes, relacionada as melhorias no
atendimento aos pacientes. As regides Centro-Oeste e Norte do Brasil possuem a
maior proporgao de casos de ofidismo em relagdao ao numero de habitantes (RORIZ
et al., 2018).

Bochner e Struchiner (2003) realizaram uma revisdo de relatos de acidentes
ofidicos no Brasil e observaram que as variaveis presentes em mais de 50% dos
estudos - como sexo, idade, més de ocorréncia, local da picada, género da serpente,
tempo decorrido entre o acidente e o atendimento e evolugédo - ja haviam sido
descritos por Vital Brazil em 1901. Segundo eles, o perfil dos acidentes se mantém
inalterado ao longo dos ultimos 100 anos no Brasil. Ocorrem com maior frequéncia
no inicio e no final do ano, em pessoas do sexo masculino, em trabalhadores rurais,
na faixa etaria produtiva de 15 a 49 anos; atingem sobretudo os membros inferiores.
A maioria desses acidentes é atribuida ao género Bothrops.

Segue numero de notificagcbes e O6bitos causados por acidentes com
serpentes no Brasil, de 2007 a 2016 (BRASIL, 2018). Apesar do acidente crotalico
ndo ser o mais comum, é o que possui maior letalidade (8,12%) quando comparado
aos outros acidentes ofidicos (Tabela 1). Em grande parte dos acidentes ndo ha
identificacdo da espécie agressora e o diagnostico do tipo de envenenamento é
baseado apenas em critérios clinicos e epidemioldgicos. Ha problemas de

preenchimento dos formularios, em 28400 prontuarios a causa da morte esta
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assinalada como ignorada ou em branco. Nao ha como identificar quais seriam as

outras causas de o6bito relacionadas aos acidentes ofidicos.

Tabela 1: Acidentes por animais peconhentos - Notificagbes registradas no
Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo — Brasil
Notificacdes por Tipo Serpente e Evolugao do caso. Periodo: 2007-2016

Obito pelo
agravo

Tipo notificado Obito por
Serpente | Ign/Branco Cura (Letalidade) | outra causa Total
Bothrops 24656 176864 | 752 (3,05%) 69 202341
Crotalus 2351 18230 | 191 (8,12%) 16 20788
Micrurus 276 1832 5 (1,81%) - 2113
Lachesis 1117 7189 60 (5,37%) 3 8369

Total 28400 204115 [ 1008 (3,5%) 88 233611

Fonte: Brasil (2018).

Castro (2006) cita que a incidéncia de casos de acidentes ofidicos no Brasil
tinha média de 20 mil casos por ano em 1992, sendo 86,16% deles acidentes
botropicos e 8,94% crotalicos, numero que se manteve inalterado pelo observado no
Quadro 1. Em adicdo, a mortalidade geral seria de 6% a época. A letalidade geral
dos acidentes observada entre 2007 e 2016 foi de 3,5%, o que representa uma
queda significativa. Duarte e Menezes (2013) citam que o acidente crotalico é
responsavel por 7,7% dos 20 mil acidentes ofidicos ocorridos no Brasil.

Nao ha obrigatoriedade da notificagdo dos acidentes ofidicos em Medicina
Veterinaria. Em um estudo retrospectivo dos dados dos prontuarios de atendimento
no periodo de 1972 a 1989 junto ao Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Campus de Botucatu, foram registrados 149
acidentes ofidicos, sendo 128 causados por Bothrops, 11 por Crotalus e 10 sem
identificacdo. Dentre os acidentes, 103 ocorreram em caninos, 22 em equinos, 17
em bovinos, quatro em caprinos, dois em felinos e um em suino (BICUDO, 1994).

Tokarnia e Peixoto (2006) realizaram um levantamento sobre a importéncia
dos acidentes ofidicos em bovinos no Brasil e concluiram que as opinides sobre o
assunto eram divergentes entre os profissionais da area. Os diagndsticos eram

realizados a distancia, sem avaliacdo clinica ou laboratorial e sem realizacdo de
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necropsia ou histopatologiab e que, baseados nos dados e em sua experiéncia,
acidentes ofidicos fatais em bovinos seriam menos frequentes do que se acredita.

Santos et al. (2013) citam que no Hospital Veterinario da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) foram atendidos 10
caes envenenados por serpentes no ano de 2012 até maio de 2013, sendo nove
acidentes crotalicos e um botropico. Os diagndsticos caninos foram realizados com
base na identificacdo da serpente, nas manifestacbes clinicas e achados
laboratoriais.

Considerando a complexidade dos acidentes ofidicos, seu alto custo e riscos
durante o tratamento, o diagndstico clinico e laboratorial preciso é fundamental para
que o profissional de saude possa atuar de forma eficaz. Conhecer as alteracoes
clinicas e laboratoriais facilita o diagnoéstico correto e a avaliagdo da gravidade do
quadro, orientando o tratamento do paciente.

O objetivo geral deste trabalho foi analisar e comparar os efeitos clinicos e
laboratoriais do envenenamento experimental em ratos Wistar com a peconha bruta
de Crotalus durissus collilineatus e Crotalus durissus terrificus.

Os objetivos especificos foram avaliar as alteragdées no membro inoculado e
atividade motora nos momentos 60 e 120 minutos pds inoculagdo; avaliar as
alteragdes no hemograma e na bioquimica sérica (alaninoaminotrasferase - ALT,
aspartatoaminotrasferase - AST, fosfatase alcalina — ALP, ureia, creatinina, creatino
quinase - CK e fragdo MB da creatino quinase — CK-MB); avaliar as alteragdes
histopatoldgicas no musculo do membro inoculado; calcular o tamanho do efeito das
variaveis segmentados, CK e ALT.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificagao das serpentes

Serpentes estdo amplamente distribuidas pelo mundo com maior
concentragdo em regides tropicais e subtropicais; ndo ha serpentes na Antartida. Ja
foram descritas cerca de 2.900 espécies de serpentes, de 465 géneros e 20 familias
(OMS, 2018). Seu corpo é alongado e recoberto por escamas, nao possuem ouvidos
externos nem apéndices locomotores. Sua respiracdo é pulmonar e a lingua é
delgada e bifida, relacionada com o sentido do olfato. Sdo poiquilotérmicas e
dependem de fonte externa de calor para a manutencdo da temperatura corporal
(BLANCO; MELO, 2014a).

Aproximadamente 250 espécies de serpentes sao listadas pela OMS como
sendo de importancia médica em razao do dano que seu veneno pode causar. As
serpentes podem ser encontradas em 160 paises do mundo (Figura 1). O ofidismo é
um problema de saude publica particularmente importante em areas rurais de paises
tropicais e subtropicais situados na Africa, Oriente Médio, Asia, Oceania e América
Latina (OMS, 2018).
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Figura 1: Quantidade relativa de espécies de serpentes com importancia
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Fonte: Organizagdo Mundial de Saude (2018).

Longbottom et al. (2018) realizaram um estudo global e seus dados mostram
que cerca de 6,85 bilhdes de pessoas vivem em areas habitadas por serpentes
peconhentas, sendo que 146,7 milhdes delas em areas remotas, onde faltam
recursos meédicos eficazes. Ha disponibilidade de soro antiofidico apenas contra 159
(57%) das espécies de serpentes conhecidas.

O Brasil apresenta uma das mais ricas faunas do Planeta, sendo conhecidas
366 espécies de serpentes, pertencentes a 10 familias: Anomalepididae (6
espécies), Leptotyphlopidae (14), Typhlopidae (6), Aniliidae (1), Tropidophiidae (1),
Boidae (12), Colubridae (34), Dipsadidae (237), Elapidae (27) e Viperidae (28).
Dessas, 15% (55 espécies) sao consideradas pegonhentas e sdo responsaveis por
até 20 mil acidentes ofidicos anualmente no pais (BERNARDE, 2011). As serpentes
peconhentas no pais pertencem a duas familias: Viperidae (acidentes botropico,
crotalico e laquético) e Elapidae (acidente elapidico) (BLANCO; MELO, 2014a).

A familia Viperidae apresenta cabecga triangular, olhos pequenos com

pupilas em fendas e um par de fossetas loreais (Figura 2). Situada entre as narinas



20

e os olhos, a fosseta funciona como o6rgao sensorial termo receptor, captando
também as vibragdes do ar, por intermédio da membrana que reveste o septo entre
suas duas camaras (BLANCO; MELO, 2014a). Segundo a FUNASA (2001), a
presenca da fosseta loreal indica com seguranca que a serpente é peconhenta. E
encontrada nos géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis, dai a denominacgao popular
de “serpente de quatro ventas”. Todas as serpentes destes géneros s&o providas de
dentes inoculadores bem desenvolvidos e moveis, situados na porgao anterior do

maxilar.

Figura 2: Detalhe da cabega de uma cascavel e da fosseta loreal (seta).

Fonte: Blanco e Melo (2014a).

A denticdo das serpentes € uma caracteristica importante, pois a inoculagao
do veneno depende de presas apropriadas para esta funcdo. De acordo com a
denticdo as serpentes podem ser classificadas em quatro grupos: aglifa - néo
apresenta presas inoculadoras de veneno, os dentes sdo maci¢os, sem canal central
nem sulco externo — sdo as serpentes ndo pegonhentas, como as jiboias e as
sucuris; opistoglifa - possui duas ou mais presas com sulco externo na posi¢céao
posterior do maxilar superior - fazem parte deste grupo as falsas corais; proteroéglifa
- dotada de um par de presas fixas com um canal central, localizadas na posi¢ao

anterior do maxilar superior - caracteristica das corais verdadeiras; solenoglifa -
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possui um par de presas inoculadoras grandes pontiagudas e retrateis, com um
canal central, localizadas na por¢ao anterior do maxilar superior (Figura 3); esta
presente nas jararacas, cascaveéis e surucucus (BLANCO; MELO, 2014a).

O veneno é produzido pelas glandulas de veneno supralabiais, presentes
nos dois lados da cabecga, ao longo dos maxilares. A constituigdo dos venenos é
bastante complexa, contendo toxinas com diversas atividades (BLANCO; MELO,
2014a). As principais fragdes do veneno crotalico sdo: crotoxina, crotamina, giroxina
e convulxina (BLANCO; MELO, 2014b).

Figura 3: Dentigdo solenoglifa presente nas cascavéis.

Presas

Fonte: FUNASA (2001).

A cauda também é importante item para identificacdo das espécies dessa
familia (Figura 4). A presenga do guizo ou chocalho identifica as serpentes do
género Crotalus. A quantidade de anéis (Figura 5) esta relacionada ao numero de
trocas de pele e a possivel idade da serpente (FUNASA, 2001).

Figura 4: Caracteristicas das caudas das serpentes pegonhentas.

Cauda Tisa Guizo ou Esczmr.l,j ericadas
Chocalho ™~
. - -~
P ’:“;;-;;W —
Ay ZE

Bothrops Crotalus Lachesis

Fonte: FUNASA (2001).
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Figura 5: Guizos de Crotalus durissus terrificus com quantidade diferente de anéis.

Fonte: Blanco e Melo (2014b).

2.2 Género Crotalus
As serpentes do género Crotalus (Figura 6) encontram-se de modo geral em

campos abertos, areas secas, arenosas e pedregosas, encostas de morro, cerrados

e, raramente, na faixa litordnea ou nas florestas umidas (BLANCO; MELO 2014b).

Figura 6: Crotalus durissus, América do Sul

Fonte: Willlians (2017).
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Estao representadas, no Brasil, por uma uUnica espécie, a Crotalus durissus
(C.d.) e distribuidas em seis subespécies: C.d. terrificus, C.d. collilineatus, C.d.
cascavella, C.d. ruruima, C.d. marajoensis e C.d. trigonicus (SAKATE, 2002;
BERNARDE, 2011; BLANCO; MELO 2014b). Popularmente sao conhecidas por
cascavel, cascavel-quatro-ventas, boicininga, maracamboia, maraca e outras
denominacgdes populares. Nado costumam atacar e, quando provocadas, denunciam
sua presenca pelo ruido caracteristico do guizo ou chocalho (FUNASA, 2001). As
serpentes do género Crotalus tém distribuigdo irregular no Brasil, o que determina
variagbes na frequéncia de registros de acidentes humanos. As subespécies C.d.
terrificus e C.d. collilineatus sdo as mais frequentes no Sudeste (AZEVEDO-
MARQUES; CUPO; HERING, 2003).

Ingenloff e Peterson (2015) utilizaram modelos de nicho ecoldgico para
identificar corredores potenciais de dispersdo das serpentes do género Crotalus
durante o Pleistoceno (2.5 milhdes e 11,7 mil anos atras). Os estudos indicaram
duas possiveis rotas de dispersdo durante o ultimo ciclo glacial que resultaram nas
duas éareas de distribuicdo atual do género em habitats norte e sul da Bacia
Amazobnica.

E consenso que as espécies de C. durissus sdo derivadas de um ancestral
norte americano, podendo ser vistas em areas secas do México até a Argentina. Sao
ausentes na América Central e na floresta amazdnica, mas sua distribuicdo tem sido
alterada pela atividade humana. A fragmentacdo da floresta amazbnica e as
enchentes se tornaram variaveis importantes de dispersado desse género (DUARTE;
MENEZES, 2013). A figura 7 mostra a alteragao de distribuicdo do género no Brasil
segundo fonte oficial do MS (A) e uma mais recente (B), com indicacédo de

mapeamento das diferentes subespécies.
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Figura 7: Distribuicdo da espécie Crotalus durissus no Brasil
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Fonte: A: Funasa (2001), B: Guidolin et al. (2013).

A classificagao taxonémica das serpentes tem sofrido mudancas, o que pode
gerar certa confusdo no meio cientifico. As cascavéis, comumente descritas como
pertencentes ao género Crotalus, foram alocadas no género Caudisona
(BERNARDE, 2011). Blanco e Melo (2014b) relatam que esta classificagdo logo

deixou de ser aceita.

2.3 Composigao do veneno crotalico

A composicdo quimica das pecgonhas €& uma mistura extremamente
complexa de proteinas farmacologica e bioquimicamente ativas e as lesdes
resultantes de sua inoculagdo, além de dependerem da natureza dos elementos
dessa mistura, dependem também da interagéo biolégica entre cada um deles (DAL
PAI; NETO, 1994).

O principal componente da pegonha das serpentes do género Crotalus é
uma neurotoxina fosfolipase A, denominada crotoxina. Outras toxinas importantes
foram identificadas, como a giroxina, que é uma serinoprotease trombina like, um
agregador de proteinas denominado convulxina e um polipeptideo miotoxico

conhecido como crotamina (LIMA et al., 2018).
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Céspedes et al. (2010) compararam na Colémbia a composi¢céo proteica e a
agao da peconha bruta (PB) de oito espécimes de C. d. cumanensis. Diferengas nos
perfis proteicos, letalidade, propriedades hemolitica, coagulante e desfibrinante
foram observadas, confirmando a alta variabilidade do veneno das espécies de
Crotalus.

Boldrini-Francga et al. (2010) compararam a composi¢gdo dos venenos das
C.d. cascavella e C.d. collilineattus e concluiram que a PB dessas espécies possui
entre 20 a 25 toxinas principais e que as espécies compartilham cerca de 90% da
composi¢cdo da peconha. A fragdo crotamina representou 20,8% em média das
proteinas totais da PB da C.d.collilineatus, mas estava ausente na PB da
C.d.cascavella. A crotoxina neurotoxica foi a fragdo mais abundante nos dois
venenos e fragdes miotdxicas tiveram concentragdes mais baixas na PB da C.d.
collilineatus. Baseados nesses achados, os autores discutem a eficacia dos
antivenenos produzidos.

De Oliveira et al. (2009) realizaram analise comparativa da variagdo na
composi¢cdo do veneno de 22 espécimes de C.d. collilineatus. Houve diferengas
qualitativas e quantitativas significativas. Alguns componentes do veneno foram
identificados pela primeira vez em C. d. collilineatus, como a glutationa peroxidase,
fator de crescimento nervoso, 5'-nucleotidase, enzima conversora de angiotensina,
carboxipeptidase, fosfodiesterase, glutaminil ciclase e fosfolipase B. Em relagdo a
atividade da hialuronidase, dois venenos nao apresentaram atividade enzimatica
detectavel nas quantidades testadas. Além disso, o envenenamento crotalico in vivo
em camundongos mostrou que venenos de diferentes espécimes resultaram em
alteracdes diferentes de parametros bioquimicos e imunolégicos, como CK e
interleucina 6 (IL6). Este estudo demonstrou variagdes intraespecificas significativas
no veneno de C. d. collilineatus, que podem ter impacto no diagndstico dos

acidentes e na producéo e eficacia da terapia antiveneno.

2.3.1 Crotoxina

Cerca de 50% da fracdo do veneno é o complexo molar de propor¢ao 1:1
denominado crotoxina. Esta é formada por uma fragao basica, chamada crotoxina B,
com atividade fosfolipase A2, e uma fracdo acida chamada crotoxina A ou

crotapotina, sem atividade enzimatica (PUIG et al., 1995). A crotapotina de



26

C.d.terrificus apresenta um padrao de substituicdo de aminoacidos que produziriam
dez tipos de crotapotinas diferentes (DE OLIVEIRA, 2017). Quando um componente
da crotoxina é separado do outro, seu efeito toxico € praticamente anulado, sendo
dez vezes menor que a sua forma associada (SAMPAIO et al., 2010).

A fragdo crotoxina produz efeitos tanto no sistema nervoso central (SNC)
como no sistema nervoso periférico (SNP). Causa lesdes na jun¢gdo neuromuscular e
fibras musculares, provocando bloqueio periférico irreversivel da transmissao
neuromuscular, podendo levar o paciente a Obito por paralisia respiratéria. Tem
efeito bifasico na exocitose da acetilcolina, atuando em canais ibnicos e
desencadeando falhas na liberacdo de acetilcolina na pré-sinapse. Agao pos-
sinaptica por dessensibilizacdo do receptor nicotinico ndo pode ser excluida
(CAVALCANTE et al., 2017).

As neurotoxinas sao classicamente divididas em pré e pos-sinapticas, e
estudos revelam que algumas neurotoxinas produzem redugdo do numero de
vesiculas sinapticas do terminal motor das jungdes neuromusculares. Estes
disturbios podem estar relacionados ao mecanismo de reciclagem da membrana
axolemal, durante os fenbmenos de reconstituicdo das vesiculas sinapticas ou a
atividade fosfolipasica (DAL PAI; NETO, 1994). Ribeiro et al. (2012) estudaram os
efeitos da crotoxina na inducédo de paralisia em musculo extraocular e concluiram
que ela apresentou efeito semelhante ao da toxina botulinica tipo A.

A maior parte dos venenos ofidicos possui atividade fosfolipasica e, sendo a
bainha de mielina constituida de lipidios, pode-se admitir que, dependendo da
concentragdo dessa enzima, lesbes de componentes nervosos intramusculares
podem ocorrer. Apds quatro a seis horas da inoculagcdo da crotoxina sao
observadas lesbes subsarcolémicas com edema intramitocondrial e, apds 24 a 48h,
as mitocdndrias apresentam depdsitos densos, com elevada concentracio de calcio.
Na inoculacdo de fosfolipase A2, observou-se necrose com qualquer dose;
concluindo, portanto, que as lesdes provocadas pela crotoxina, embora mais graves,
sdo as mesmas causadas pela fosfolipase A2 (GOPALAKRISHNAKONE et al.,
1984; KINI; EVANS, 1989).

A crotoxina também é capaz de produzir uma miotoxicidade moderada. Na
atualidade, varias isoformas tém sido isoladas (TOYAMA et al., 2000). A atividade
miotdxica ocorre por alteracdo nos canais de sédio da membrana plasmatica das

células musculares. Ha liberagdo maci¢a de mioglobina e rabdomidlise com aumento
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nos niveis de CK, desidrogenase lactica (DHL) e AST (CASTRO, 2006). Silva et al.
(2012), em estudo de inoculagdo em pele de dorso de ratos Wistar, concluiram que
nao ocorrem manifestacdes clinicas macroscopicas visiveis da crotoxina, apesar dos

efeitos edematogénico, inflamatoério e necrosante.

2.3.2 Crotamina

A crotamina é um polipeptideo basico muito menos téxico que a crotoxina.
Representa entre 10 a 25% do peso seco da peconha bruta e nem todas as
serpentes do género Crotalus expressam essa fragao (LIMA et al., 2018). Ela ativa
canais de sodio quase exclusivamente na membrana celular e nas fibras do musculo
esquelético, induzindo um influxo desse cation. A crotamina despolariza o0 musculo
esquelético por meio de um mecanismo que envolve a participacdo de canais de
sbédio tetrodoxina sensiveis, enquanto a miotoxina promove a liberagdo do calcio
citoplasmatico, através do receptor de riodine. 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).

Ha indicios de que a musculatura esquelética seja o seu principal alvo de
acgao. A principal caracteristica observada em inoculacdo experimental de crotamina
pura em animais de laboratério é a sindrome da paralisia dos membros seguida de
morte por paralisia respiratoria. Esse efeito € dose dependente e representa uma
vantagem evolutiva no ciclo natural uma vez que facilita a captura da presa (LIMA et
al., 2018).

2.3.3 Giroxina

A giroxina, descrita por Barrio em 1961 e isolada por Barrabin et al. 1978,
produz sintomas labirinticos e ndo é considerada letal. E uma enzima trombina
simile com acado indutora de coagulos, pertencente ao grupo das serinoprotease,
enzimas cataliticas que clivam ligagdes peptidicas nas quais uma serina € o
aminoacido nucleofilico no sitio ativo. Pode, também, ter atividade esterasica, por
induzir efeitos motores como espasmos, opistotono, arreflexias, parestesia e

alteracdes do equilibrio, culminando na sindrome de rolamento em barril, no qual o
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animal executa giros em seu préprio eixo longitudinal, aparentemente devido a
convulsées de origem central, como sugerido por eletroencefalogramas (SILVA et
al., 2016).

Costa et al. (2018) purificaram e isolaram uma nova isoforma de giroxina a
partir de C.d. terrificus com efeito pré inflamatério significativo. Os autores estudaram
sua capacidade de causar edema pela via metabdlica do acido araquidénico

envolvendo varios tipos de mediadores.

2.3.4 Convulxina

A convulxina induz a sintese de tromboxano A2. E um potente agregador
plaquetario com atividade similar a da trombina causando agregacgéao plaquetaria ou
aglutinacao plaquetaria in vitro com transformagao do fibrinogénio sérico em fibrina
(BARRAVIERA, 1994; FRANCISCHETTI et al., 1997; BLANCO; MELO, 2014b).
Outros sinais clinicos atribuidos a convulxina sdo o aparecimento de convulsdes,
alteracdes circulatérias e respiratorias (AMARAL; MAGALHAES; REZENDE, 1991).

2.4 Sinais clinicos

Roriz et al. (2018) relatam que a identificacdo da serpente agressora é
realizada pelo conjunto de sinais e sintomas apresentados pelo paciente no
momento do atendimento. O sinal mais evidente em humanos é a facies miastenica,
resultado da atividade neurotéxica do veneno crotalico. Nas primeiras seis horas ha
ptose palpebral, oftalmoplegia, visdo turva ou diplopia. Queixas menos frequentes
sdo dificuldade de degluticdo, de respiracao e alteragdes de olfato e paladar. Ha
mioglobinuria e dores musculares generalizadas, resultado da agdo miotoxica. Pode
haver incoagulobilidade sanguinea em cerca de 40% dos pacientes, devido a agao
coagulante da fragao tipo trombina do veneno (PINHO; PEREIRA, 2001; AZEVEDO-
MARQUES; CUPO; HERING, 2003).

Envenenamento experimental em equinos causou aumento de volume no
local de inoculagao (escapula) que se estendeu por todo o membro, apatia e cabega
baixa, alteragcdes locomotoras evidenciadas pelo arrastar das pingas no solo,
decubito e dificuldade para levantar, reducao dos reflexos auricular, palatal, do labio

superior e de ameaca, e aumento das frequéncias cardiaca e respiratoria (LOPES et
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al., 2012). O edema no local de inoculagdo visto em equinos nao pdde ser
observado em outras espécies de producéao e, apesar de relatado em literatura como
frequente, ndo foi observada hemoglobinuria nem lesdes renais em bovinos e
equinos (TOKARNIA et al., 2014).

Inoculagao experimental em bubalinos e bovinos de PB de C.d.terrificus
produziu quadro nervoso com paralisia flacida e hipotonia muscular generalizada.
Nos bubalinos ndo houve paralisia ocular, observada nos bovinos. Os bubalinos
foram mais resistentes aos efeitos do veneno. O edema no local de inoculagao foi
quase imperceptivel e facilmente passaria despercebido durante exame clinico e na
necropsia, dificultando o diagndstico correto (BARBOSA et al., 2011).

Lago et al. (2000) inocularam bovinos experimentalmente e os animais
apresentaram, cronologicamente, as seguintes alteragdes a partir da segunda hora:
apatia, cabeca baixa, letargia profunda e edema discreto no local da inoculagao; em
seis horas 0 edema local desapareceu e mioclonias foram observadas nas grandes
massas musculares; em 10 horas, houve diminuicdo do tébnus muscular e de reflexos
superficiais, aparecimento de incoordenagdo motora e decubito esternal; em 14
horas, observaram-se movimentos de pedalagem e diminuicdo da sensibilidade
profunda; em 16 horas houve paralisia flacida dos membros pélvicos; e, a partir da
202 hora, surgiram dispneia, sialorreia e morte de todos os animais. A duragao do
curso clinico foi de 28 + 9 horas e, muito embora estas alteragdes clinicas sejam
comuns a outras doengas, os autores julgam que a rapidez e a ordem com que
aparecem seja um fator determinante no diagndstico diferencial.

Em caes, o edema no local de inoculagdo é discreto nas primeiras horas,
podendo desaparecer apds 6h. Geralmente, ndo se consegue identificar o local da
picada, e 0 animal ndo apresenta sinais nociceptivos. Apds 24h aproximadamente,
surge mialgia, decorrente do efeito miotoxico do veneno e mioglobinuria. Os caes
atendidos no Hospital Veterinario da UFMG apresentaram oftalmoplegia; midriase
bilateral; boca aberta e disfagia (devido paralisia flacida dos musculos mandibulares)
acompanhada de sialorreia; paralisia flacida (especialmente dos membros
posteriores); ataxia; perda dos reflexos superficiais e profundos; sedagdo em graus
variados; reducdo da frequéncia cardiaca; diminuigdo da pressao arterial; dispneia,
taquipneia, insuficiéncia respiratéria aguda e vémitos (SANTOS et al.,, 2013). Os
mesmos sinais foram observados por Nogueira et al. (2007a). No local da

inoculagao, houve edema discreto, além de areas focais e multifocais de coloragao
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esbranquigcada, bem marcadas, devido a degeneragcdo e necrose, resposta do
linfonodo popliteo e discreta atividade mio regenerativa (NOGUEIRA et al., 2007b).
O acidente crotalico tem como complicagdes a insuficiéncia renal aguda e a
insuficiéncia respiratoria aguda. A insuficiéncia renal aguda € a principal causa de
morte dos pacientes picados, geralmente ocorrendo nos casos graves ou tratados
tardiamente. A dispneia com insuficiéncia respiratéria € atribuida a paralisia
muscular transitéria (BLANCO; MELO, 2014b). Sangiorgio et al. (2008) avaliaram
aspectos histopatoldégicos em envenenamentos experimentais de cdes com veneno
de C.d. terrificus. Houve mionecrose no membro inoculado, degeneragao tubular
renal, hiperplasia linfoide do baco e hepatite reativa inespecifica, demonstrando a

antigenicidade e agcao do veneno no sistema imunoldgico.

2.5 Alteragoes Laboratoriais

Em seres humanos ha lesdo de fibras musculares e rabdomidlise com
liberagcdo de enzimas e mioglobina. Ha aumento de CK, DHL, AST e ALT séricas. A
CK-MB pode se encontrar elevada em torno de 6% do total da CK. Biopsias
musculares mostram necrose de fibras musculares mesmo em pontos distantes da
picada (AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HERING, 2003).

Em intoxicacdo experimental em caes com pegonha bruta de C.d. terrificus,
Nogueira et al. (2007a) observaram diminuicdo dos niveis de eritrécitos,
hemoglobina e hematdcrito, leucocitose com neutrofilia, diminuicdo do numero de
linfocitos e eosindfilos. Houve trombocitopenia, hipocelularidade em medula éssea e
reducdo nos niveis de fibrinogénio seis horas apds a inoculagdo do veneno.
Incoagulabilidade sanguinea foi a alteragao mais frequente, iniciada uma hora apoés
a inoculagao do veneno e retornando a normalidade 18 horas apds a terapia com
soro antiofidico. Embora incoagulabilidade e trombocitopenia tenham sido
observadas, nao houve sangramento importante.

A urinalise dos caes mostrou alteragao de cor, proteinuria, sangue oculto e
mioglobinuria seis horas ap6s a administracdo do veneno, confirmando a atividade
miotoxica (rabdomidlise) relacionada aos componentes crotoxina e crotamina. Os
niveis de ureia e creatinina se mantiveram dentro da normalidade. Acidose
respiratéria na gasometria e dispneia foram observadas seis horas apds a

inoculagao do veneno em todos os grupos experimentais (NOGUEIRA et al., 2007b).
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Nos exames complementares, o perfil sanguineo de animais intoxicados
mostra aumento dos tempos de Coagulacdo (TC), Protrombina (PT) e
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa), diminui¢cdo significativa de fibrinogénio,
leucocitose com neutrofilia e aumentos das enzimas CK, DHL e AST. Na urindlise,
sdo frequentes mioglobinuria, proteinuria e cilindraria em graus variados (SANTOS
etal., 2013).
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3 ARTIGO'

Clinical and laboratorial comparison of the effects of the serpent cross venom Crotalus

durissus collilineatus and Crotalus durissus terrificus in Wistar rats

Comparacio clinica e laboratorial dos efeitos do veneno bruto das serpentes Crotalus durissus

collilineatus e Crotalus durissus terrificus em ratos Wistar
Adriana Falco de Brito'", Paulo Felipe Izique Goiozo', Elaine Carrion de Fares®, André
Carrion de Fares Pinto’, Cecilia Braga Laposy®, Ana Maria Siqueira Silveira Wehbe®, Gabrielle

Gomes dos Santos Ribeiro®, Rosa Maria Barilli Nogueira*

Abstract

The objective was to compare the effects of experimental intoxication on Wistar rats with crude
venom of Crotalus durissus collilineatus (Cdc) and Crotalus durissus terrificus (Cdt). Sixty Wistar
rats were divided into three groups (n = 20) and treated with: group 1 (G1): control, intramuscular
saline solution (IM); group 2 (G2): 1 mg Kg-1 of Cdc IM venom; group 3 (G3): 1 mg Kg-1 of Cdt IM
venom. Locomotion and posture, inoculated limb and motor activity were evaluated at moments: MO
(before inoculation), M1 (60 min after) and M2 (120 min after). Blood count, serum biochemistry
(alanine aminotransferase - ALT, aspartate aminotransferase - AST, alkaline phosphatase - ALP, urea,
creatinine and creatine kinase - CK and CK - MB) and histopathology occurred six hours later.
Locomotion decreased in G2 and G3 animals with higher intensity in G3; Member edema occurred in
70% of G3 animals and 20% of G2 animals; increased erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, platelets
and CHCM in G2 and G3, mainly erythrocytes in G2. Increased CV RDW in G3, reduction of total
plasma protein and VCM compared to G1; increased leucocytes, segmented and monocytes in G2 and
G3 with difference between them; reduction of lymphocytes in G2 and G3, with difference between
them; increased AST, ALT, CK, urea and creatinine in G2 and G3, mainly in G2; decrease in ALP and
CK-MB in G2. The findings agree with those of other authors, however, no other study compares the
effects of the two crotalic poisons. Both venoms caused clinical, laboratory and histological changes in
the first hour, with accentuation over time. Clinical and muscular histological changes were more
evident in animals poisoned with venom from Cdt. On the other hand, Cdc venom caused more
laboratory alterations, both in the blood count and in the serum biochemistry. It is concluded that the
two poisons provoke clinical, laboratory and histological changes in the first hour after inoculation of

the venom, with gradual worsening over time, and clinical and histological changes are more evident
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in the animals poisoned with Cdf venom and laboratorial of the venom. The hemogram and serum
biochemistry was more evident for the Cdc venom. It is suggested that other studies be carried out
with the different fractions of each venom and the crude venom on the different muscle types.

Key words: Blood count. Serum biochemistry. Histology. Crotalus durissus. Wistar rats. Reptiles.
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Resumo

O objetivo desse estudo foi comparar os efeitos da intoxicagdo experimental em ratos Wistar com
veneno bruto de Crotalus durissus collilineatus (Cdc) e Crotalus durissus terrificus (Cdr). Sessenta
ratos Wistar foram distribuidos em trés grupos (n=20) e tratados com: grupo 1 (G1): controle, solucdo
salina a 0,9% intramuscular (IM); grupo 2 (G2): 1mg Kg' de veneno de Cdc IM; grupo 3(G3): Img
Kg' de veneno de Cdt IM. Foram avaliados locomogdo e postura, membro inoculado ¢ atividade
motora nos momentos: MO (antes da inoculag¢do), M1 (60 min. apds) ¢ M2 (120 min. apos). Avalia¢do
de hemograma, bioquimica sérica (alaninoaminotransferase - ALT, aspartatoaminotransferase - AST,
fosfatase alcalina -ALP, ureia, creatinina, creatina quinase - CK e CK-MB) e histopatologia ocorreu
seis horas apods. A locomogao diminuiu nos animais do G2 e G3, com maior intensidade no G3; edema
do membro ocorreu em 70% dos animais do G3 e 20% do G2; aumento de eritrécitos, hemoglobina,
hematdcrito, plaquetas e CHCM em G2 e G3, principalmente eritrocitos no G2. Aumento do RDW
CV no G3, redugido de proteina plasmatica total e VCM em comparagdo ao G1; aumento de leucdcitos,
segmentados e mondcitos no G2 e G3 com diferenca entre eles; diminuicao de linfocitos no G2 e G3,
com diferenca entre eles; aumento de AST, ALT, CK, ureia e creatinina no G2 e G3, principalmente
no G2; diminui¢do de ALP e CK-MB no G2. Os achados concordam com os de outros autores, porém
nenhum outro estudo compara os efeitos dos dois venenos crotalicos. Ambos 0s venenos provocaram
alteragdes clinicas, laboratoriais e histologicas na primeira hora, com acentuag¢do ao longo do tempo.
As alteracdes clinica e histologica muscular foram mais evidentes nos animais intoxicados com

veneno da Cdt. Ja o veneno da Cdc provocou maiores alteragdes laboratoriais, tanto no hemograma


mailto:adrianabrito@unoeste.br
mailto:elainecarr@ig.com.br
mailto:andrecf192734@gmail.com
mailto:rosa@unoeste.br
mailto:claposy@unoeste.br
mailto:anasilveira@unoeste.br
mailto:gabrielle@unoeste.br

40

como na bioquimica sérica. Conclui-se que os dois venenos provocam alteragdes clinica, laboratorial e
histoloégica muscular na primeira hora apds inocula¢do do veneno, com piora gradativa ao longo do
tempo, sendo as alteragdes clinicas e histologicas mais evidentes nos animais intoxicados com veneno
da Cdt e as laboratoriais do hemograma e bioquimica sérica mais evidentes para o veneno da Cdc.
Sugere-se que outros estudos sejam realizados com as diferentes fragcdes de cada veneno e do veneno
bruto sobre os diferentes tipos musculares.

Palavras-chave: Hemograma. Bioquimica sérica. Histologia. Crofalus durissus. Ratos Wistar.

Répteis.

Introducio

Os acidentes ofidicos sdo um grave problema de Satude Publica ¢ foram reinseridos na lista de
doengas tropicais negligenciadas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em 2017 (CHIPPAUX,
2017; MEDIAVILLA, 2018). Séo relatadas anualmente entre 81.000 ¢ 138.000 mortes, além de cerca
de 400.000 amputacdes e outras incapacidades permanentes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2018). O tratamento especifico padrio é com uso de soro antiofidico cujo processo de
produgdo ¢é caro e sofre com problemas de regionalizagdo das espécies das serpentes, distribuicdo e
manuten¢do de rede de frio quando o produto nao ¢ liofilizado, prazos de validade curtos do produto e
acessibilidade quando necessario (CHIPPAUX, 2017).

Em estudo realizado no Estado de Roraima, o nimero médio de ampolas de soro antiofidico
utilizado para tratamento de acidentes em humanos variou de 6,5 a 11,5, com falhas no conhecimento
clinico e epidemiologico para a real classificagdo do quadro e consequente administragdo inadequada
de doses. Os mesmos autores citam que a producdo do soro utilizado na regido ¢ realizada em outros
estados com espécies que nao representam a fauna da regido (RORIZ et al., 2018).

Os acidentes sdo responsaveis por mortes e mutilagdes em muitas regides do mundo, com alto
impacto em DALYs (Disability-Adjusted-Life-Years) e na economia de comunidades rurais. A
realidade ¢ que hospitais em areas onde acidentes ofidicos sdo comuns nem sempre conseguem manter
estoque necessario de soro antiofidico, mesmo que os pacientes tenham condigdoes de pagar pelo
tratamento. Isso aumenta o tempo decorrido entre o acidente e o inicio do tratamento, pois as vitimas
necessitam de transporte para hospitais mais distantes (HABIB; BROWN, 2018).

O Brasil relata a maioria dos acidentes ofidicos da América Latina, com cerca de 26 mil a 29 mil
casos por ano (RORIZ et al. 2018). Revisao dos relatos de acidentes ofidicos no Brasil mostrou que as
variaveis presentes em mais de 50% dos acidentes ja haviam sido descritas por Vital Brazil em 1901.
O perfil dos acidentes se mantém inalterado ao longo dos ultimos 100 anos. Ocorrem com maior
frequéncia no inicio e no final do ano, em pessoas do sexo masculino, trabalhadores rurais, na faixa
etaria produtiva de 15 a 49 anos; atingem sobretudo os membros inferiores e, em média, ha um

intervalo de 6 horas entre o acidente ¢ o atendimento. A maioria desses acidentes ¢ atribuida ao género
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Bothrops (BOCHNER; STRUCHINER, 2003). Apesar de responderem por 18,9% do total, os
acidentes crotalicos apresentam letalidade média de 8,1% (BRASIL, 2018).

Nao ha obrigatoriedade da notificagdo dos acidentes ofidicos em Medicina Veterinaria. Estudo
retrospectivo no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP —
Campus de Botucatu, apontou 149 acidentes ofidicos, sendo 128 causados por Bothrops, 11 por
Crotalus e 10 sem identificacdo (BICUDO, 1994). Santos et al. (2013) citam o atendimento de 10 caes
envenenados por serpentes no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) no ano de 2012 até maio de 2013, sendo nove acidentes crotalicos e um
botropico. Os diagnosticos caninos foram realizados com base na identificacdo da serpente, nas
manifestagdes clinicas ¢ achados laboratoriais.

Em levantamento sobre a importancia dos acidentes ofidicos em bovinos no Brasil, os autores
concluiram que os diagnosticos eram realizados a distancia, sem avaliagdo clinica ou laboratorial e
sem realizacdo de necropsia ou exame (TOKARNIA; PEIXOTO, 2006).

Os principais componentes da pegonha das serpentes do género Crofalus na América do Sul sdo:
uma neurotoxina fosfolipase A2 denominada crotoxina, a giroxina que ¢ uma serinoprotease trombina
like, um agregador de proteinas denominado convulxina e um polipeptideo miotoxico conhecido como
crotamina (LIMA et al., 2018). Estudos sobre a composi¢do quimica e os efeitos da peconha de
diferentes espécies de Crotalus encontraram diferencas significativas nos perfis proteicos e
propriedades toxicas, o que pode causar dificuldade de diagndstico e falhas no tratamento com soro
antiofidico (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; CESPEDES et al., 2010; DE OLIVEIRA et al., 2018).

A variedade de fracdes e interagdes entre esses componentes produz efeitos que podem ser
divididos em: acdo neurotdxica - causada principalmente pela crotoxina, que age no em sistema
nervoso periférico com bloqueio da transmissdo nervosa em jun¢do neuromuscular, induzindo
paralisia semelhante ao curare; acdo miotéxica — atribuida a crotoxina e a crotamina, com lesdo
muscular sistémica, necrose hialina das fibras musculares esqueléticas (rabdomidlise) e mioglobintria;
acdo coagulante — resultado da atividade do tipo trombina que converte o fibrinogénio diretamente em
fibrina, ou seja, o quadro de incoagulabilidade sanguinea ¢ decorrente do consumo do fibrinogénio;
acdo nefrotoxica — relacionada a necrose tubular aguda secundaria a rabdomiodlise (TOYAMA et al,
2000; SAMPAIO et al. 2010; RIBEIRO et al., 2012; BLANCO; MELO 2014; SILVA et al., 2016;
CAVALCANTE et al, 2017; LIMA et al., 2018).

Considerando a complexidade dos acidentes ofidicos, seu alto custo e riscos durante o tratamento,
os achados clinicos e laboratoriais sdo preciosos para facilitar o diagndstico correto, além de
fundamental para que o profissional de satide possa atuar de forma eficaz, avaliando a gravidade do
quadro e orientando o tratamento correto do paciente.

O objetivo geral deste trabalho foi analisar e comparar os efeitos clinico e laboratorial do
envenenamento experimental em ratos Wistar com a pegonha bruta de Crotalus durissus collilineatus

e Crotalus durissus terrificus, serpentes de maior ocorréncia no Estado de Sao Paulo.
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Os objetivos especificos foram avaliar a mobilidade e propriocepgdo antes € apods a inoculagao;
avaliar as alteragdes no membro inoculado e atividade motora nos momentos 60 ¢ 120 minutos pos
inoculacdo; avaliar as alteragdes no hemograma e na bioquimica sérica (alanino aminotransferase -
ALT, aspartato aminotransferase - AST, fosfatase alcalina — ALP, ureia, creatinina, creatino quinase -
CK e fracdo MB da creatino quinase — CK-MB); avaliar as alteracdes histopatologicas no musculo do

membro inoculado.

Material e Métodos

O protocolo utilizado neste estudo foi revisado e cumpriu os principios éticos preconizados pela
Resolugdo Normativa 33 do CONCEA (BRASIL, 2016) e as diretrizes ARRIVE (KILKENNY et al.,
2010).

Veneno Bruto

Amostras liofilizadas do "Pool" de venenos de Crotalus durissus collilineatus e Crotalus durissus
terrificus foram fornecidas pelo Centro de Estudos e Pesquisas Biologicas da PUC de Goias ¢
mantidas congeladas a -20°C até o momento de uso.
Grupos Experimentais e intoxica¢do experimental

Foram utilizados 60 ratos Wistar adultos, machos, peso médio de 325g + 25g, que permaneceram
alojados de acordo com a Resolu¢do Normativa 15 do CONCEA (BRASIL, 2013) em ambiente
controlado com temperatura de 22° C + 2° C, umidade de 50% + 5%, fotoperiodo de 12 horas claro ¢
12 horas escuro e receberam agua e racdo comercial ad libidum. Os animais foram avaliados com
inicio as 07h00 durante um periodo de seis horas, considerado como end point humanitario.

Os animais foram subdivididos aleatoriamente por randomizagdo simples de nimeros elaborados
no Excel® em trés grupos (n=20 cada grupo), sendo:

e  Grupo 1 (G1): controle negativo inoculado com solucao salina a 0,9% intramuscular (0,1
mL);

e Grupo 2 (G2): inoculado com veneno de Crotalus durissus collilineatus na dose de Img Kg™'
(PEREIRA; NOGUEIRA., 2012) intramuscular (0,1 mL);

e  Grupo 3 (G3): inoculado com veneno de Crotalus durissus terrificus na concentragdo de 1mg

Kg' intramuscular (0,1 mL).

Exame clinico

Foram avaliados a locomoc¢do do animal, membro inoculado e atividade motora antes da
inocula¢do do veneno (MO), 60 minutos apods a inoculagdo (M1) e 120 minutos apds a inoculagido
(M2). Para a avaliagdo da locomogdo e atividade motora, os animais foram observados
individualmente durante a exposi¢do ao teste de campo aberto (Open Field) (Figura 1) para contagem

dos quadrantes durante a movimentacdo espontanea do animal em um minuto e observacdo de
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deambulacdo, postura e alteragdes de propriocepcao (Arruda et al, 2011). Em seguida, o animal foi
contido manualmente e observou-se a presenca ou auséncia de edema no membro inoculado.
Figural- Instrumento de avaliagdo campo aberto (Open Field) utilizado para avaliagdo da

mobilidade do animal.

Fonte: Proprio autor

Exames laboratoriais

Seis horas apos a inoculagdo do veneno, os animais foram submetidos a anestesia inalatdria com
isofluorano para indu¢do de inconsciéncia verificada pela auséncia de reflexos da cauda, interdigitais e
de cornea e em seguida foram mortos por exsanguinagao, conforme recomenda a RN37 do CONCEA
(BRASIL, 2018a).

O processo de exsanguinacdo foi realizado mediante colheita de 15mL de sangue por pungio
cardiaca utilizando frasco com vacuo (BD Vacutainer®) especifico para cada exame proposto na
metodologia (hemograma e bioquimica sérica). O material coletado foi encaminhado ao laboratério de
Patologia Clinica para processamento conforme a rotina do laboratério. O 6bito foi verificado pela
auséncia de batimentos cardiacos.

O hemograma foi realizado em contador automatico (Poch-Diff, S0 Paulo, SP). A contagem
diferencial de leucodcitos foi feita pela técnica do esfregaco sanguineo. As analises bioquimicas
(alanino aminotransferase-ALT, aspartato aminotransferase-AST, fosfatase alcalina-ALP, ureia,
creatinina e creatina quinase-CK e CK-MB) foram realizadas por equipamento automatizado (Cobas

C111-Roche — Sdo Paulo, SP).

Exame histopatologico

Para a analise histopatologica, apds exsanguinagao, foram retiradas amostras de tecido muscular do
membro inoculado, acondicionadas em formol tamponado a 10% e enviadas ao laboratério de
Patologia, onde foram emblocadas em parafina, cortadas em micrétomo com 4um de espessura,
distendidas em laminas de vidro com extremidade fosca e, posteriormente, coradas com hematoxilina

e eosina (HE).
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O escore de cada lesdo foi obtido multiplicando-se o fator gravidade pela extensdo da lesdo. O
escore de o6rgdo foi entdo obtido pela soma de cada escore de lesdo. Fator de gravidade (grau de
gravidade): 1-lesdo leve, 2-lesio moderada e 3-grave. A extensdo de cada lesdo (intensidade ou
frequéncia observada) avaliada e pontuada como 0-nenhuma lesdo, 1-baixa extensdo (25% do tecido
afetado), 2-extensdo intermediaria (50% do tecido afetado) e 3- grande extensdo (75% ou mais do
tecido afetado). No tecido muscular foram avaliados (alteracdo/fator de gravidade): congestao/2;
infiltrado inflamatdrio/2; edema intersticial/2; hemorragia/2; degeneragdo/2; hipertrofia dos
midcitos/2; necrose/3, obtendo-se o escore lesional maximo de 45 pontos (MANN et al., 2012;

GIBSON-CORLEY et al., 2013).

Andlise Estatistica

O numero de animais por grupo baseou-se nos valores séricos de creatino quinase (CK)
(477,42+195,59 UI L") descritos por Motta (2008), tendo em vista que dentre todas as analises dos
efeitos da pegonha, esta enzima foi a que apresentou o maior coeficiente de variagdo (CV=Desvio
Padrao/Média), 40,97%. Procedeu-se o calculo de amostras (animais) necessarias por grupo a partir da

formula abaixo (Sampaio, 2002), optando-se pelo CV de 18%

X+t 3
~Vn
Em que,

X = intervalo obtido a partir do CV de 18% — 0,18 x 477,42 = 85,93
t = valor médio tabelado

S = desvio padrao referéncia (195,59)

n— 85,93 = 2 x 1";1'159 ~n=20,7~20 — 21 animais

A normalidade dos dados foi verificada pelo Teste de normalidade das variaveis continuas de
Anderson Darling e a homogeneidade das variancias foi determinada pelo teste de Bertlett com p-valor
maior que 0,05. Os dados que atenderam a estes dois pressupostos (contagem de eritrocitos,
hemoglobina, hematdcrito, VCM, HCM, RDW-CV%, ureia ¢ ALP) foram submetidos ao Teste Tukey
para comparagdo dos grupos. Os dados que ndo atenderam aos pressupostos citados ou que sdo
variaveis discretas (Plaquetas, CHCM, PPT, AST, ALT, CK, creatinina ¢ CK-MB) foram submetidos
ao teste nao-paramétrico Kruskall Wallis. Em todos os testes aplicados foi adotado um nivel de
significancia de 5%. O célculo do tamanho do efeito para as varidveis consideradas mais relevantes

(segmentados, CK e ALT) foi realizado pelo teste de Cohen.
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Resultados e Discussao
Os achados clinicos de maior importancia podem ser visualizados na Tabela 1. Nao encontramos
nenhum estudo que comparasse os efeitos do veneno bruto da Cdc e Cdt, mostrando a diferenga

clinica entre eles.
Tabela 1 — Sinais clinicos observados em porcentagem dos animais do Gl (controle n=20), G2

(Crotalus durissus collilineatus n=20), G3 (Crotalus durissus terrificus n=20) nos diferentes

momentos de avaliagdo (M1-60 minutos apos inoculagdo; M2-120 minutos apos inoculagéo).

Animais por Grupo (%)

G1 G2 G3
Sinais clinicos mi M2 M1 M2 M1 M2
Claudicagao 0 0 20 20 10 10
Edema membro 0 0 0 15 70 70
Sedacao 0 0 5 10 0 0
Tremor 0 0 5 5 0 0
Ptose palpebral 0 0 0 5 0 0
Taquipneia 0 0 0 0 10 10
Paresia membro 0 0 0 0 10 10

Alteragdes na locomocgdo ¢ local da inocula¢do do veneno encontradas neste estudo, corroboram
com diferentes autores que relatam em diferentes espécies sinais de claudica¢do, edema no local da
inoculacdo do veneno (Figura 2) e paresia do membro, tremor, ptose palpebral, dispneia ou taquipneia
(AMARAL et al., 1991; LAGO et al., 2001; COLLICCHIO et al., 2002; NOGUEIRA; SAKATE,
2006; NOGUEIRA et al., 2007a; FLORIANO et al., 2009; LOPES et al., 2012; BUCARETCHI et al,
2014; TOKARNIA et al., 2014). Lima et al (2018), estudaram a fragdo crotamina isolada a partir de
Cdt e relatam paralisia de membros dose dependente secundaria a inoculagdo o que estd de acordo

com nosso estudo, em que a paresia de membro inoculado ocorreu mais frequentemente no G3.
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Figura 2 - Edema em membro posterior direito inoculado com veneno de Crotalus durissus

collilineatus ap6s 60 minutos.

Fonte: Proprio autor

A diminuig@o da atividade motora (Figura 3) pdde ser observada nos animais do G2 ¢ G3 60
minutos apos inoculagdo do veneno acentuando-se duas horas apo6s, diferindo do G1, mas nao entre
eles. Os efeitos observados sdo secundarios a a¢ao neurotoxica (AZEVEDO-MARQUES et al., 2003;
TOKARNIA et al., 2014) e miotoxica do veneno crotalico.

Figura 3 - Médias e desvio padrdo de atividade motora, determinada pela quantidade de quadrantes
percorridos em um minuto pelos animais do G1 (controle n=20), G2 (Crotalus durissus collilineatus
n=20), G3 (Crotalus durissus terrificus n=20) nos diferentes momentos de avaliagdo (MO-antes da

inoculacdo do veneno; M1-60 minutos apos inoculagdo; M2-120 minutos ap6s inoculagao).
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Letras mintisculas comparam momentos dentro do mesmo grupo
No eritrograma (Figuras 4 e 5) houve aumento significativo na contagem de eritrocitos,
hemoglobina, hematocrito e CHCM nos animais do G2 e G3 em relacdo ao controle e reducdo do
VCM, e PPT para os mesmos grupos. Nao houve alteragdo significativa nos valores de fibrinogénio
sérico. O G2 e G3 diferiram entre si apenas na contagem de eritrocitos e no VCM. Quanto ao RDW

CV, houve aumento significativo apenas no G3.

Figura 4 — Média e desvio padrao dos valores de eritrocitos, RDW CV*, Hematocrito e VCM** nos
diferentes grupos G1 (controle n=20), G2 (Crotalus durissus collilineatus n=20), G3 (Crotalus

durissus terrificus n=20), seis horas apos inoculagiao do veneno.
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Letras mintisculas comparam momentos dentro do mesmo grupo
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*RDW CV - Amplitude de Distribui¢do dos Eritrocitos medido como Coeficiente de Variagao;

**VCM -volume corpuscular médio.

Figura 5 — Média e desvio padrdo dos valores de HCM*, hemoglobina, plaquetas e CHCM** nos
diferentes grupos G1 (controle n=20), G2 (Crotalus durissus collilineatus n=20), G3 (Crotalus
durissus terrificus n=20), seis horas apos inoculagdo do veneno.
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*HCM — hemoglobina corpuscular média; ** CHCM - concentragdo de hemoglobina corpuscular

média

Os achados do eritrograma diferem de outros estudos realizados com veneno de Cdf com caes
(NOGUEIRA et al., 2007b) e ratos (MOTTA, 2008; FLORIANO et al., 2009) os quais relatam, duas
horas apés inoculagdo do veneno de Cdf, diminui¢do de hemadcias, eritrocitos, hemoglobina,
hematocrito e plaquetas, no entanto, concordam com achados de Lago et al., (2001) e Graga et al.,

(2008) em estudo com bovinos. Nao encontramos estudos que se referissem a alteragdes no RDW -
CV.
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A discreta hemoconcentragao pode ser explicada pela privagdo de agua e ag@o de prostaglandinas

que aumentam no soro e, consequentemente, a permeabilidade capilar frente a presenca de
fosfolipases (LAGO et al. 2001).

Para o leucograma (Figura 6) houve aumento significativo de leucdcitos totais, segmentados e

monocitos no G2 e G3 diferindo do G1, além do G2 ter maior elevagdo ¢ diferir do G3. Os linfocitos

diminuiram no G2 e G3 frente ao G1, sendo no G2 significativo comparado ao G3.

Figura 6 - Média e desvio padrdo dos valores em que houve diferengas significativas do leucograma

nos diferentes grupos G1 (controle n=20), G2 (Crotalus durissus collilineatus n=20), G3 (Crotalus
durissus terrificus n=20), seis horas ap6s inoculagiao do veneno.
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Leucocitose, neutrofilia, linfopenia e monocitose sdos achados laboratoriais relatados por muitos

autores em diferentes espécies animais como bovinos (LAGO et al., 2001; GRACA et al., 2008), cdo
(COLLICHIO et al., 2002; NOGUEIRA; SAKATE, 2006; NOGUEIRA et al., 2007b), rato (MOTTA,
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2008; FLORIANO et al., 2009) e equinos (LOPES et al., 2012) e sdao secundarios a resposta de fase
aguda e liberac@o de catecolaminas e mediadores celulares.

Na bioquimica sérica houve elevacao nos valores de AST, ALT, CK, ureia e creatinina no G2 e G3,
com maior elevagdo no G2 (Figura 7 e 8). Os valores de ALP e CK-MB diminuiram principalmente
no G2. Os grupos diferiram quanto a dosagem de AST, com aumento expressivo no G2. A dosagem de
ALT teve aumento quando comparada a do grupo controle com uma grande diferenga desse feito, mas
ndo houve diferengas entre os G2 e G3 apesar do efeito da diferenga das médias ter sido considerado

médio (Tabela 2).

Figura 7 - Média e desvio padrao dos valores de AST*, ALT** e ALP***séricas nos diferentes grupos
G1 (controle n=20), G2 (Crotalus durissus collilineatus n=20), G3 (Crotalus durissus terrificus n=20),

seis horas ap6s inoculagdo do veneno.
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Letras mintisculas comparam momentos dentro do mesmo grupo.

*AST-aspartatoaminotransferase; ** ALT-alaninoaminostransferase; *** ALP-fosfatase alcalina.

Figura 8 — Média e desvio padrdo dos valores de ureia e creatinina séricas nos diferentes grupos G1
(controle n=20), G2 (Crotalus durissus collilineatus n=20), G3 (Crotalus durissus terrificus n=20),

seis horas ap6s inoculagdo do veneno.
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Letras mintisculas comparam momentos dentro do mesmo grupo.

As alteragdes encontradas na bioquimica sérica se explicam pela agdo miotoxica e nefrotoxica dos
venenos, concordando com outros autores (AZEVEDO-MARQUES et al., 2003; NOGUEIRA et al.,
2007a; LOPES et al., 2012).

Na histopatologia do G1, observou-se apenas congestao vascular discreta (escore lesional médio =
0,7). No G2 foram observados, além de congestdo, discreto infiltrado inflamatério e em maior
intensidade, degeneragdo e necrose dos midcitos (escore lesional = 12). Para o G3, constatou-se o
maior escore lesional (14,88) com as mesmas lesdes observadas no G1, porém, com degeneracdo e

necrose com maior intensidade (Figuras 9, 10 e 11).

Figura 9 — Média e desvio padrao dos valores de CK* ¢ CK MB séricas nos diferentes grupos G1
(controle n=20), G2 (Crotalus durissus collilineatus n=20), G3 (Crotalus durissus terrificus n=20),

seis horas apos inoculagdo do veneno.
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Letras mintisculas comparam momentos dentro do mesmo grupo. *CK — creatina quinase.
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Figura 10 — A: Fotomicrografia de tecido muscular — G2: Infiltrado inflamatorio com predominio
mononuclear no intersticio e fibras apresentando coagulacdo no sarcoplasma (seta) evidenciando
necrose de zenker multifocal com intensidade moderada. HE Barra 100 um. B: Fotomicrografia de
tecido muscular — G3: Infiltrado inflamatorio com predominio mononuclear no intersticio e fibras
apresentando coagula¢do no sarcoplasma (seta) evidenciando necrose de zenker multifocal com
intensidade severa. HE Barra 100 pm.

Fonte: Paulo Felipe Izique Goiozo
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Figura 11 — Escore lesional e achados histopatoldgico na musculatura esquelética (local da inoculagdo
do veneno) seis horas apds inoculacdo do veneno nos animais do G1 (grupo controle) com escore
lesional médio = 0,7 (congestdo vascular discreta); G2 (grupo Crotalus durissus collilineatus) com
escore lesional = 12 (congestao, discreto infiltrado inflamatério, degeneragdo e necrose dos midcitos;
G3 (grupo Crotalus durissus terrificus) com escore lesional 14,88 (congestdo, discreto infiltrado

inflamatoério, degeneracdo e necrose dos midcitos de maior intensidade).

o
Pl

15

10

Score lesional em musculatura esquelética
i}

G2 G3 G1
GRUPQOS

Letras mintsculas comparam grupos dentro do mesmo momento

A miotoxicidade no local da inoculagdo do veneno da Cdt mostrou ser maior, em comparagao ao
veneno da Cdc na histopatologia, no entanto, de acordo com os achados de CK, AST ¢ ALT na
bioquimica sérica, pode-se afirmar que a miotoxicidade sistémica foi maior nos animais intoxicados
com Cdc. Para a variavel CK e ALT a diferenca de suas médias foi grande entre os grupos tratados e
controle e entre os tratados para CK; para ALT entre os tratados foi considerado médio (Tabela 2). A
fragdo CK-MB representa em torno de 5 a 6% da CK total e a isoenzima MB estd presente
principalmente no musculo cardiaco. A diferenca de alteragdes sistémicas em fibras musculares
induzidas pela crotoxina podem estar relacionadas aos diferentes tipos de fibras encontradas no

organismo e sua seletividade por fibras musculares oxidativas (SALVINI et al., 2001).
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Para o célculo do tamanho do efeito foram selecionadas as variaveis segmentados, CK ¢ ALT. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 2. Quando comparados com o Gl, as varidveis ALT e
segmentados tiveram efeito grande ¢ de tamanho semelhante em G2 e G3; a para a variavel CK, o
efeito foi maior no G2. Quando comparados G2 e G3, a variavel ALT teve efeito médio e as variaveis
segmentados e CK apresentou efeito grande.

Tabela 2 — Calculo do tamanho do efeito (d) para as variaveis segmentados, creatina quinase (CK) e
alanino aminotransferase (ALT), consideradas de maior relevancia entre os diferentes grupos Gl

(controle), G2 (Crotalus durissus collilineatus), G3 (Crotalus durissus terrificus).

Variavel Pares de grupos
G1-G2 G1-G3 G2-G3
(d) (d) (d)
Segmentados/mm® 3,82 3,79 1,11
CK-U/L 2,47 1,73 1,68
ALT-U/L 1,25 1,22 0,41

Tamanho do efeito (d): pequeno (0,20-0,30); médio (0,40-0,70); grande (>0,80).

O estudo foi limitado pela impossibilidade de estudar a composi¢ao exata da pegonha utilizada,
para comparacdo dos efeitos clinicos e laboratoriais, no entanto, lembramos que a composi¢do do
veneno bruto pode sofrer uma grande variacdo da sua composi¢do e os acidentes ocorrem com o
veneno bruto, o que ¢ importante para o clinico no momento do atendimento. Ainda ha que se

pesquisar as varia¢des de CK e CK-MB, correlacionadas com as lesdes histologicas musculares gerais.

Conclusoes

Os dois venenos provocaram alteragdes clinicas, laboratoriais e histoldgicas ja na primeira hora,
com piora gradativa ao longo do tempo. Alteragdes clinicas foram mais evidentes nos animais
intoxicados com veneno da Cdf, assim como foram mais intensas as alteragdes histologicas no
musculo inoculado. J& o veneno da Cdc provocou maiores alteragdes laboratoriais, tanto no
hemograma como na bioquimica sérica. Sugere-se que outros estudos sejam realizados com as

diferentes fragdes de cada veneno e do veneno bruto sobre os diferentes tipos musculares.
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ANEXO C - Quadro comparativo de alteragc6es encontradas

Parametro G2 (Cdc) G3 (Cdft)

Locomogao L L
Sedacao ™M -
Edema local inoculagao "M 1
Hemoconcentragao ™ 1
RDW-CV - 1
Leucdcitos totais, segmentados e monécitos ™ 0
AST, ALT, CK, Ureia e Creatinina ™" 0
ALP e CK MB ! -

Miotoxicidade local ™" ™M1
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