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Resumo: No Brasil ocorrem anualmente cerca de 30.000 acidentes ofidicos,
sendo os géneros Bothrops e Crotalus responsaveis por 90% e 8% desses
acidentes, respectivamente. Os envenenamentos botropicos caracterizam-se
por intensas reacdes inflamatodrias locais, podendo evoluir para grandes
perdas teciduais, com sequelas debilitantes. Ja 0 envenenamento crotalico,
caracteriza-se por sintomas neurotoxicos, além de distdrbios hemostaticos e
resposta inflamatoria local praticamente inexistente. Os dois venenos séo
altamente miotéxicos. O presente trabalho visou caracterizar a resposta
inflamatoria na lesdo muscular causada pelos venenos de Bothrops
jararacussu e de Crotalus durissus terrificus. Nossos resultados mostraram
gue os dois venenos, em doses subletais, causam intensa lesdo muscular
com o aumento da creatinoquinase (CK) sérica e alteracées morfologicas nas
fibras musculares causando ruptura dessas fibras, além da presenca de
mionecrose e aumento do influxo leucocitario. O envenenamento no musculo
gastrocnémio por Cdt e Bjussu, elevou o influxo de leucécitos, a atividade da
mieloperoxidase atingiu seu pico 24 horas ap0s 0s envenenamentos, sendo a
atividade mais exacerbada no grupo VBjussu, enquanto o acumulo de células
mononucleares ativadas foi crescente apés o envenenamento por Bjussu até
o periodo de 48 horas, no VCdt expressando atividade enzimatica de N-acetil-
B-D-glicosaminidase que ocorreu de maneira fraca no periodo de 48 e 72
horas. Sobre a interacdo leucocito endotélio, o VCdt apresentou resposta
inflamatoria na musculatura esquelética elevando o rolling celular no periodo
de 2 horas e a adesao celular no periodo de 24 horas, o VBjussu aumentou
todos os parametros analisados. No tecido conjuntivo, o VCdt apresentou uma
resposta inflamatéria fraca no mesentério no periodo de 2 horas, sem elevar
o rolling e adesao celular quando comparado ao VBjussu. Sugerindo que o
VBjussu induz uma interacdo leucdcito-endotélio, enquanto no VCdt essa
interacdo é mais tardia, menos intensa e provavelmente devida a um efeito
secundario, como o inicio do processo de regeneracdo da musculatura
esquelética em resposta a fatores liberados do tecido lesado. Palavras-
chave:Bothrops jararacussu, Crotalus durissus terrificus, inflamacéo, leséo

muscular.



Abstract: In Brazil, about 30,000 accidents occur annually, with the genus
Bothrops and Crotalus responsible for 90% and 8% of these accidents,
respectively.Bothrops envenoming are characterized by intense local
inflammatory reactions, and massive tissue losses, with debilitating sequelae.
Crotalic envenoming is characterized by neurotoxic symptoms, as well as
hemostatic disturbances and virtually no local inflammatory response. The two
envenoming are highly myotoxic. The present work aimed to characterize the
inflammatory response in the muscular injury caused by the envenoming of
Bothrops jararacussu and Crotalus durissus terrificus.Our results showed that
the two venom, in sublethal doses, cause intense muscular injury with the
increase of serum creatine kinase (CK) and morphological alterations in the
muscle fibers causing rupture of these fibers, besides the presence of
myonecrosis and Increase in leukocyte influx. Envenoming in the
gastrocnemius muscle by Cdt and Bjussu elevated the leukocyte influx, the
myeloperoxidase activity reached its peak 24 hours after the envenoming, and
the activity was more exacerbated in the VBjussu group, while the
accumulation of cells Activated mononuclear cells were increasing after Bjussu
envenoming up to 48 hours, in the VCdt expressing enzymatic activity of N-
acetyl-B-D-glycosamidase that occurred weakly in the period of 48 and 72
hours. On the leukocyte endothelium interaction, the VCdt presented
inflammatory response in the skeletal musculature raising the cell rolling in the
period of 2 hours and cell adhesion in the period of 24 hours, the VBjussu
increased all the parameters analyzed. In the connective tissue, the VCdt
presented a weak inflammatory response in the mesentery in the period of 2
hours, without raising the rolling and cell adhesion when compared to VBjussu.
Suggesting that VBjussu induces a leukocyte-endothelium interaction, while in
the VCdt this interaction is more late, less intense and probably due to a side
effect, such as the onset of the skeletal muscle regeneration process in
response to factors released from injured tissue.

Keywords: Bothrops jararacussu, Crotalus durissus terrificus, inflammation,

muscle injury.
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1. INTRODUCAO

Os envenenamentos ofidicos representam uma relevante emergéncia
médica que ocorre com grande frequéncia e sempre requerem cuidados
urgentes. No mundo estima-se a ocorréncia de 1.8 a 2.7 milh6es de acidentes
ofidicos, com estimativa de 81 mil a 138 mil 6bitos em decorréncia dos acidentes
ofidicos (Ministério da Saude, 2018). No ano de 2017 no Brasil foram notificados
28.601 casos de acidentes com serpentes (Portal Ministério da Saude, 2017).
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2007), agricultores adultos e
criancas, além de trabalhadores de comunidades rurais pobres sdo os mais
vulneraveis a esses acidentes.

Na América do sul as serpentes do género Bothrops ocasionam cerca
de 90% e as do género Crotalus sdo responsaveis por aproximadamente 8% dos
acidentes ofidicos ocorridos no pais (Aradjo et al, 2003; Datasus, 2016). Os
acidentes ofidicos séo relevantes para saude publica, devido a sua incidéncia,
morbidade e mortalidade (Daher et al., 2013). Em casos graves, 0S venenos
botrépicos podem ocasionar efeitos locais levando a sequelas drasticas, como
perda permanente de tecido, incapacidade ou mesmo amputacdo (Saturnino-
Oliveira et al., 2012).

A OMS (Organizagdo Mundial da Saude) acrescentou 0 envenenamento
ofidico a sua lista prioritaria de doencas tropicais negligenciadas em 2017,
propondo em uma de suas diretivas de prioridade de pesquisas, o estudo da
associacao de farmacos ao tratamento de acidentes por toxinas animais (WHO,
2019)

1.2-Envenenamento Botrépico

O veneno botrépico possui trés atividades principais: (1) a atividade
proteolitica, relacionada a atividade pro-inflamatoria; (2) a acdo coagulante,
decorrente da acao de toxinas ativadoras dos fatores X e Il (protrombina) da
cascata de coagulacdo e de enzimas trombina-similes; e (3) a atividade
hemorragica, devido a acdo de hemorraginas que provocam lesbes na
membrana basal dos capilares, podendo ocasionar sangramento sistémico

(Franca et al, 2003). Nos envenenamentos botrépicos ocorrem reagdes locais e



sistémicas. Nas locais, ocorrem intensas manifestacdes inflamatorias como a
presenca de edema, dor, hemorragia e mionecrose, podendo resultar em perdas
teciduais (Gutiérrez et al., 2009; Teixeira et al., 1994). A magnitude dos efeitos
em humanos aborda uma série de alteragdes sistémicas, disturbios na
coagulacdo sanguinea da vitima incluindo disfuncéo renal, coagulopatias e
distarbios hemodinamicos (Rosenfeld, 1971; Boer-Lima et al.,2002).

Apéds a inoculagdo, o veneno botrépico promove acgéo citotoxica local,
induzindo a liberagdo de substancias farmacologicamente ativas do tecido
lesado, como bradicinina e serotonina, com outros mediadores da resposta
inflamatoria. Em decorréncia do edema pode ocorrer a compressao dos feixes
nervosos acarretando um processo isquémico (Gutierrez & Lomonte.,2003).

Plaquetas e fatores de coagulacao estao envolvidos no comprometimento
da hemostasia no acidente botrdpico, o veneno possui capacidade de ativar
fatores de coagulacdo sanguinea, causando o consumo de fibrinogénio e
formacdo de fibrina intravascular, induzindo a incoagulabilidade sanguinea
(Franca, 2003). Dentre os principais componentes dos venenos botropicos
destacam-se as toxinas classificadas como metaloproteinases, serinoproteases,
fosfolipases Ao.

As metaloproteinases sao responsaveis pela hemorragia no local da
picada e pelas rea¢fes inflamatorias. Essas toxinas sdo dependentes de zinco
e foram agrupadas na familia das SVMP (snake venom metalloproteases),
(Bjarnason e Fox, 1995). De acordo com os seus dominios estruturais, as
SVMPs foram divididas em 3 grupos: Pl a Plll (Fox e Serrano, 2008).

As serinoproteases, encontradas no veneno botropico sao
caracterizadas como enzimas tipo trombina, atuando sobre o fibrinogénio,
agindo sobre os componentes da cascata de coagulacdo e sobre as células
causando um desequilibrio no sistema hemostatico (Maruyama et al., 1992;
Serrano.,2013).

Outro componente presente no veneno botropico sao as fosfolipases Az
(PLA2). Estas toxinas podem apresentar atividade inflamatoria e atividade
miotdxica direta, induzindo um padréo semelhante de eventos degenerativos nas

células musculares (Gutiérrez & Ownby.,2003).



Além disso, as desintegrinas derivadas do veneno sdo peptideos de
baixo peso molecular que se ligam a proteinas de adesdo encontradas na
superficie celular chamada integrina, responséveis pela proliferacdo e ativacao
celular. Sao capazes de bloquear as integrinas impedindo de se ligaram a outras
células, bloqueando o principal receptor de fibrinogénio responsavel pela
mediacdo da agregacdo plaquetaria induzida por colageno e por adenina
difosfato (Chotenimitkhun e Rojnuckarin, 2008).

Outro fator que agrava a leséo local é a utilizagéo de torniquete ou garrote
e o retardo na administracdo do antiveneno. Um estudo de caso realizado com
serpentes do género Bothrops, mostrou que de 3,139 casos de acidentes
ofidicos ocorridos entre os anos de 1986 e 1989, cerca 1,199 desses pacientes
realizaram torniquete de diferentes formas, intensidades e periodo, agravando
assim o quadro de envenenamento e aumentando as chances de sequelas
(Ribeiro e Jorge, 2005).

1.2.1- Bothrops jararacussu

Figura 1.Serpente Bothrops jararacussu.
(Fonte:https://www.flickr.com/photos/77481994@N02/16568756396)

A serpente Bothrops jararacussu, cujo nome significa “jararaca grande” no
idioma nativo indigena, pode ser encontrada em regides baixas e alagadicas,
margens de rios e lagoas, pode alcancar dois metros e meio de comprimento.

O veneno de B. jararacussu possui uma potente atividade miotoxica,
composto principalmente por fosfolipase Az (25.7%) e metaloproteases (26.2%)
(Sousa et al.,, 2013). As miotoxinas presentes nesse veneno apresentam
identidade imunolégica com fosfolipases A2 presentes no veneno crotalico,

sendo que, dentre 0s venenos botropicos, o veneno de B. jararacussu é mais



bem neutralizado pelo soro antibotropico-crotalico (dos Santos et al. 1992, Milani
Janior et al. 1997).

Entre todas as serpentes brasileiras pertencentes ao género Bothrops, o
veneno da Bothrops jararacussu € considerado o mais miotoxico, devido a
presenca de ao menos duas potentes miotoxinas, a bothropstoxina | (BthTx-I) e
a bothropstoxina Il (BthTx-Il) (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Gutierrez et al.,
1991). A lesdao muscular ocorre de forma aguda, por meio da degeneracéo e
necrose das fibras musculares esqueléticas e quando a lesdo é causada pelo
veneno bruto, pode haver uma regeneracdo tecidual deficiente, com o
aparecimento de fibrose. (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Moura-Da-Silva et al.,
1991; Queiroz et al., 1984)

O veneno de Bothrops jararacussu, apresenta algumas caracteristicas no
seu quadro clinico e laboratorial que se destacam sobre o género botropico. Um
estudo realizado por Franca e Malaque (2003) mostrou que de 29 pessoas
analisadas ap6és o0 envenenamento por VBjussu, 6,9% apresentaram
gengivorragia, presencga de bolha em 24.1%, abcesso em 17.2%, além de 10.3%
de pacientes que foram a obito.

Apesar de o Obito ser uma consequéncia muito temida, a amputacdo do
membro ocorre com frequéncia, sendo esse evento bastante indesejado e
debilitante para o paciente (Ribeiro e Jorge, 2005). Um estudo mostrou que em
casos isolados 0 envenenamento por Bothrops jararacussu resultou na perda do
membro, essa perda ocorreu devido a ulceracdo nos nervos, tenddes e artérias

do antebraco (Milani Junior et al., 1997).

1.3-Envenenamento Crotélico

No Brasil, o género Crotalus compreende cerca de 5 subespécies: a
Crotalus durissus terrificus (Cdt), Crotalus durissus collilineatus, Crotalus
durissus cascavella, Crotalus durissus ruruima e Crotalus durissus marajoensis
(Pinho & Pereira 2001).

A acdo do veneno crotélico no organismo humano caracteriza-se por
pouca atividade inflamatéria no local da picada, porém em nivel sistémico

apresenta acao miotoxica, paralisia respiratoria, diminuicdo da pressao arterial e



a faléncia renal aguda, induzindo o quadro de destruicdo do musculo esquelético
com vazamento do conteddo muscular (rabdomiolise) generalizada e
incoagulabilidade sanguinea (Azevedo-marques et al, 2003; Sano-Martins
2001). Estudos clinicos, realizados por Rosenfeld (1971), mostraram que a
atividade neurotéxica do veneno € normalmente caracterizada pelo
aparecimento do chamado “facies miasténico” ou “facies neurotéxico”, onde se
observam ptose palpebral, diplopia, flacidez da musculatura facial e paralisia dos

nervos cranianos.

1.3.1- Crotalus durissus terrificus

Figura 2. Serpente Crotalus durissus terrificus. (Fonte: http://ciatox.sc.gov.br/serpente-crotalus-

durissus-terrificus)

A Crotalus durissus terrificus é encontrada com maior frequéncia nos
campos e matas da regido sul, sudeste e centro-oeste e ainda em areas de mata
atlantica (Araujo et al., 2003).

O veneno crotélico € composto principalmente pelas seguintes toxinas:

(1) Crotoxina: Isolada e cristalizada a partir do veneno de Crotalus durissus
terrificus por Slotta e Frenkel-Conrat (1938) representa maior fragéo do
veneno sendo este o principal componente téxico. Esta toxina é formada
por duas subunidades, uma basica a fosfolipase Az e outra acida a
crotapotina, que potencializa a letalidade da fosfolipase Az, além de
diminuir a atividade enzimatica. A Crotoxina atua diretamente sobre as
células de musculos esqueléticos induzindo miotoxicidade sistémica,
evidenciada pela presenca de mioglobindria, mioglobinemia e por
drastico aumento do nivel sérico de creatina quinase, lactato

desidrogenase e aspartato aminotransferase (Azevedo-Marqgues et al.,


http://ciatox.sc.gov.br/serpente-crotalus-durissus-terrificus
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1985), sendo capaz de induzir necrose no musculo esquelético
(Gopalakrishnakone e Hawgood, 1984; Mebs e OWNBYt, 1990)

(2) Crotamina: Atua em musculos esqueléticos através da despolarizacao
do potencial de membrana, induzindo a paralisia espasmadica (Clissa,
1997). Essa miotoxina age sobre as membranas das fibras musculares,
sendo capaz de causar mionecrose no tecido muscular por um
desequilibrio nas bombas de sédio.

(3) Convulxina: Neurotoxina responséavel por apresentar em camundongos
um quadro de perda de equilibrio, alteragcbes gastrintestinais,
convulsbes e alteragcdes visuais, capaz de induzir agregacao
plaguetaria por meio da sintese de tromboxano Az iniciando um
processo de isquemia cerebral levando a convulsdes, normalmente
seguidas de morte (Prado-Franceschi e Vital Brazil, 1981)

(4) Girotoxina: Trata-se de uma serinoprotease trombina-simile, com
atividade esterésica e fibrinogenolitica. Além de agir sobre o sistema

nervoso central, levando a lesao labirintica.

O efeito miotéxico do veneno é decorrente da acdo da crotoxina e da
crotamina, mas principalmente da crotoxina.

No que se refere a crotoxina, estudos o mostraram que além de induzir
lesdo sistémica na musculatura esquelética, essa lesdo ocorre de maneira
seletiva em musculos ou regiées musculares compostas por fibras musculares
oxidativas, liberando mioglobina, elevando enzimas marcadoras de lesdo
muscular como creatinoquinase (CK), lactato desidrogenase (LDH) e aspartato
aminotransferase, sofrendo alteragdes de acordo com a concentracao da toxina
(Salvini et al., 2001), complementando esses resultados, Cupo et al (1990)
mostraram que essa toxina afeta as fibras por meio da circulagdo sanguinea,
sendo as fibras musculares, tipo | e tipo [IA mais irrigadas e mais afetadas pela
crotoxina, sofrendo maiores danos, explicando dessa maneira o dano

preferencial as fibras oxidativas do masculo gastrocnémio.



1.4- Fosfolipases A2 miotoxicas encontradas no veneno de serpentes:
mecanismos de acdo na lesdo muscular e na inflamacéao

As fosfolipases A2 de veneno de serpente apresentam uma grande
diversidade funcional, atuando de forma local ou sistémica, além de sua
atividade toxica, algumas fosfolipases Az causam necrose das fibras musculares
esqueléticas, devido a isso sdo consideradas PLA2 miotOxicas (Teixeira et al.,
2003), além dessa miotoxicidade essas enzimas sdo capazes de provocar
eventos inflamatérios em modelos experimentais. Essas miotoxinas sao
proteinas basicas, com peso molecular de aproximadamente 15 kDA, com
propriedades estruturais que permitem classifica-las como fosfolipases A:
(Lomonte e Gutiérrez, 2011).

As fosfolipases A2 séo classificadas em dois tipos, Asp49 (cataliticamente
ativa) e Lys49 (cataliticamente ndo ativa) consideradas miotoxicas, além de
apresentar eventos inflamatoérios distintos em modelos experimentais (Gutiérrez
& Lomonte 1995).

A miotoxicidade induzida pelo veneno de serpente apresenta dois
padrdes clinicos diferentes: miotoxicidade sistémica, sendo caracterizado por
dano muscular difundido, aumento na atividade creatina quinase plasméatica (CK)
e mioglobindria, normalmente com alteracbes renais e hipercalemia. Em
contrapartida, muitos venenos viperideos induzem miotoxicidade local. Essa
mionecrose local estd também relacionada a efeitos relacionados a outras
toxinas, além das miotoxinas, podendo levar a um comprometimento da
circulacdo e da enervacao local, causando uma mionecrose secundaria a uma
isquemia, mas sem alteracfes sistémicas (Milani Junior et al., 1997; Otero et al.,
2002).

As fosfolipases Az se ligam aos receptores da membrana plasmatica,
causando a ruptura da integridade desta membrana ocasionando a perda no
controle da permeabilidade, resultando no influxo proeminente de Ca?* (Harris,
2003) que é responsavel por varios processos degenerativos que rapidamente
terminam em dano celular irreversivel. A entrada de calcio gera alteracdes
celulares, como a hipercontragéao de miofilamentos seguida pela degradacgéo das

proteinas musculares, ruptura e alteragcbes das membranas mitocondriais,



alteracdes metabdlicas, ativacdo de enzimas proteoliticas dependentes de
calcio, ativagdo das fosfolipases Az endogenas e ativacdo de proteases
enddgena. (Gutiérrez e Ownby, 2003). O processo degenerativo termina com
danos irreversiveis as células, desenvolvendo o inicio do processo inflamatorio
agudo associado & dor, edema e recrutamento celular, com a liberacdo de
substancias quimiotéaticas e a chegada de células inflamatdrias (principalmente
neutréfilos e macrofagos) que removem os detritos necréticos e preparam o
tecido para regeneracdo muscular (Gutiérrez et al., 1990; Gutiérrez e Ownby,
2003).

Dentre os venenos analisados, o VCdt € um complexo constituido por
cerca de 60% de crotoxina, formada pelo complexo de fosfolipase Az dimérica,
composta por cadeia bésica de fosfolipase A2, crotoxina B e uma subunidade
acida ndo enzimatica, crotoxina A ou crotapotina. Acredita-se que a crotapotina
se comporta como um transportador para a subunidade B, reduzindo sua
interacdo ndo especifica, aumentando a ligagdo com seu alvo, levando a uma
maior toxicidade de Ctx. A Crotoxina exerce atividade pré-sinaptica,
neurotoxicidade e miotoxicidade sistémica, resultando na liberacdo de grandes
guantidades de mioglobina nas fibras musculares danificadas (Rangel-Santos et
al., 2004).

Diferentemente do VCdt, o veneno de Bothrops jararacussu é composto
por 25,7% de fosfolipase, sendo considerado o mais miotéxico do género
Bothrops, devido a presenca de duas potentes miotoxinas, a bothropstoxina |
(BthTx-I) considerada cataliticamente ndo ativa, ou seja, Lys 49 e a
bothropstoxina 1l (BthTx-IlI), uma fosfolipase Asp 49 (Gutiérrez et al., 1991),
essas fosfolipases induzem edema em modelo experimental de ratos e libera
serotonina de mastdcitos peritoneais em um modelo in vitro (Landucci et al.,
1998).

As diferentes miotoxinas fosfolipasicas Az resultam em um padrdo
similar de alteracbes morfoldgicas, independentemente de sua atividade

enzimatica (Gutiérrez e Ownby, 2003).
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1.5-Processo inflamatoério

O processo inflamatorio pode ocorrer de maneira aguda ou cronica. Na
inflamacdo aguda a resposta é rapida, resultando em alteracdes no fluxo e
calibre vasculares, aumento de permeabilidade e migracdo de células
polimorfonucleares, por outro lado, a inflamacéo crénica ocorre de forma
prolongada, caracterizada pela presenca de infiltrado de células mononucleares,
destruicdo tecidual e tentativa de cicatrizacdo pela substituicAo do tecido
lesionado por tecido conjuntivo. H& cinco sintomas clinicos classicos da
inflamacé&o aguda: calor, eritema (rubor), edema (tumor), dor e perda de funcao
(Kumar, Abbas, 2003).

A inflamacdo aguda é composta por 3 eventos principais: alteragdes no
calibre vascular, aumento do fluxo sanguineo; alteragcdes na microcirculacdo
permitindo que as proteinas plasmaticas e leucocitos deixem a circulacdo para
produzir exsudato inflamatdrio seguido pela migracdo dos leucécitos da
microcirculacdo e acumulo no local da lesdo (Kumar, Abbas, 2003).

Os mediadores inflamatérios séo derivados de proteinas plasmaticas ou
secretada por células. Os mediadores podem ser produzidos por macréfagos e
mastoécitos residentes em tecidos (Medzhitov, 2008), responsaveis pela
producdo de mediadores inflamatorios, citocinas como, por exemplo, IL-18 e
TNF-a, quimiocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e produtos de cascatas
proteoliticas, esses mediadores sdo responsaveis pela producédo do exsudato
inflamatoério local composto por proteinas plasmaticas e leucécitos
(principalmente neutréfilos que predominam durante o periodo de 6 a 24 horas
e depois sdo substituidos pelos mondcitos depois de 24 a 48 horas) que sdo
normalmente encontrados nos vasos sanguineos e através das vénulas pos-
capilares até o local da infeccdo (Bevilacqua et al., 1989).

No local do tecido lesionado, neutréfilos tornam-se ativados, isso pode
ocorrer por contato com agentes patogénicos ou acoes de citocinas. A forma de
defesa dos neutrofilos ocorre por meio da liberagcdo de conteudo toxico dos
granulos, incluindo espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio, proteinase 3, catepsina G e elastase (Nathan, 2006). O processo

inflamatorio depende da migracao de células do interior das vénulas para o local
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da injuria, a microscopia intravital vem sendo amplamente utilizada para
caracterizar esse mecanismo durante o processo inflamatério.

O envenenamento botropico tem como caracteristica um estado
inflamatoério generalizado, caracterizado por formacdo de edema e bolhas,
hemorragia, lesdo de vasos linfaticos e necrose tecidual, algumas dessas
caracteristicas podem ser atribuidas a degradacao da matriz extracelular (MEC)
(Herrera et al., 2016). O veneno possui agao direta nos componentes da matriz
extracelular provocando uma inflamacéo tecidual, os componentes do veneno
responsaveis por isso sdo as metaloproteinases e as fosfolipases (Rucavado et
al., 1998).

Apesar do VCdt apresentar acdo miotoxica, estudos mostraram 0 seu
efeito anti-inflamatério em modelo experimental de inflamagdo induzida por
carragenina, mostrando a inibicdo das interacdes leucocito-endotélio (Nunes et
al. 2010). A crotoxina corresponde a aproximadamente 60% do VCdt e
compreende um complexo heterodimero formado por uma fosfolipase A2 basica
(PLA?) e enzimaticamente ativa (CB) e um dominio &cido ndo enzimatico
chamado crotapotina (CA) (Rangel-Santos et al., 2004). O VCdt e a toxina
isolada crotoxina sdo capazes de modificar a resposta inflamatdria cronica
induzida pelo BCG onde foi realizado um pré-ou pés-tratamento com crotoxina
(da Silva; Sampaio; Gongalves.,2013).

Como mencionamos anteriormente, a crotoxina € 0 componente
responsavel pela acdo anti-inflamatoria do VCdt, esse efeito envolve a ativacao
dos receptores de peptideo formil e a geracdo enddgena de lipoxina, modulando
as atividades de macrofagos, células dendriticas e neutréfilos (Lima et al., 2012;
Nunes et al., 2010; Sampaio et al., 2001).

12



1.6-Processo inflamatério e interacado leucécito endotélio.

A microscopia intravital vem sendo utilizada para caracterizar a dinamica
do processo inflamatorio, possibilitando a observagéo de eventos como rolling,
migracdo e adesdo celular nas vénulas pds-capilares, sendo esse processo
realizado in vivo.

Células sentinelas teciduais, como mastocitos, macrofagos e células
dendriticas (CDs), desempenham um papel importante na deteccdo dos sinais
de perigo e consequentemente na liberacdo de mediadores pro-inflamatérios
capazes de ativar o recrutamento de leucocitos (Nourshargh e Alon, 2014). A
inflamacé@o aguda inicia-se pelo recrutamento de leucdcitos, especialmente
neutrdfilos. O rolling, adesdo e migracédo celular sdo mediados pela interacdo
com as moléculas de adesédo na superficie dos leucocitos e endotélio vascular,
interleucinas e mediadores quimicos afetam esses processos, modificando a
expressdo das moléculas de adesdo, alterando a movimentacdo direcional
desses leucdcitos.

As selectinas sdo receptores expressos nos leucocitos e no endotélio
contendo um dominio extracelular, ligando-se a acucares; sdo expressas tanto
por leucdcitos quanto pelo endotélio e modulando principalmente, o rolling de
leucocitos. Os trés membros dessa familia sdo denominadas de P-selectina
(presento no endotélio e nas plaquetas), E-selectina (expressa nas células
endoteliais) e L-selectina (presente na superficie dos leucdcitos) (Newton e Dixit,
2012) essas selectinas se ligam a oligossacarideos contendo sialil através do
dominio de lecitina (Kumar et al., 2005).

Apo6s o rolling dos leucécitos devido a interagdo com as selectinas, estes
se aderem ao endotélio, em uma interagdo mediada pelas integrinas. As
integrinas que sao proteinas heterodiméricas, compostas por duas subunidades
ou cadeias denominadas alfa (o) e beta (), normalmente expressas nas
membranas plasmaticas dos leucécitos em estado de baixa afinidade e apenas
aderem a seus ligantes apropriados quando os leucécitos sdo ativados por
quimiocinas, alterando as integrinas para o estado de alta afinidade (Kourtzelis
et al., 2017). Algumas citocinas como (fator de necrose tumoral alfa) TNF-a e a

(interleucina 1 beta) IL-13 sdo capazes de ativar as células endoteliais, aumento
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a expressao de ligantes para integrinas. De acordo com Walcheck et al. (1996)
os leucdcitos em rolling podem interagir através da ligacdo de L-selectina
leucocitaria & PSGL-1 (p-selectina glicoproteina ligante 1).

Os membros da familia das integrinas que medeiam interacfes
endoteliais de leucdcitos séo as integrinas 2 LFA-1 (aLB2; CD11a/CD18), Mac-
1 (aMB2; CD11b / CD18) e a integrina 1 VLA-4 (a4p1; CD49d / CD29)
(Kourtzelis et al., 2017). Ligantes como ICAM-1 (molécula de adeséo intercelular
1), se ligam a integrina LFA-1 (CD11a/CD18), esta envolvida da adesédo de
neutrofilos ao endotélio, enquanto a ligagcdo de VCAM-1 (molécula de adesédo
vascular 1), que se liga a integrina VLA-4 esta envolvida na adesdo de monécitos
ao endotélio (Sriramarao e Broide, 1996; Zarbock et al., 2008).

Por fim ocorre a migracdo, por mediacdo das quimiocinas, com a
participacdo da PECAM-1 (Molécula de aderéncia plaquetaria), uma molécula de
adesao celular expressa em leucdcitos e células endoteliais, contribui para a
migracao dos leucdcitos através das jungdes interendoteliais, apds a passagem
pelo endotélio os leucécitos secretam colagenases, degradando a membrana

basal vascular, atravessando o vaso.

Ativacdo da integrina Migracdo através
Rolagem pelas quimiocinas Adesdo estivel do endotélio
Leucocito (. [—— Glicoproteina Sialil-Lewis X modificada
S g@ ~— Integrina (estado de baixa afinidade)
Integrina (estado
/ g de alta afinidade)
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) Q "\ I/ / PECAM-1
4 ‘ : ' K > 19 / p ((}3‘31)
~ i ~ 433 : o / I\
QG a 2 ﬁ E 23 % @ T, b 4 \
J “} | Ui o ‘
i § | dlirllif’f’o@f
® >
P-selectina  E-selectina Proteoglicano q ¥ Ligante de integrina Q Y
(ICAM-1)
o'\ éa q
Citocinas * '\, % ‘ Ouvmtoanas
(TNF,IL-1) © o
Macréfago —- ? 9 & \ Y 1 4 % \ Fibina e fibronectina
com microbios Microbios (matriz extracelular)

Figura 3. Etapas do processo de rolling, adesé@o e migragdo leucocitaria dos vasos sanguineos (Fonte:

Robbins e Cotran, 2005.Livro: Bases patoldgicas das doencas; pag.55).
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As primeiras células a migrarem para o foco inflamatorio sédo os leucocitos
polimorfonucleares, particularmente os neutroéfilos, os leucdcitos migram nos
tecidos em diregéo ao local da lesdo por um processo chamado de quimiotaxia
(Kumar et al.,2005), durante o processo inflamatério os neutrofilos se tornam
ativados liberando a mieloperoxidase (MPO), essas peroxidases sdo enzimas
gue responsaveis por catalisar reacdes de oxidacdo envolvendo peréxido de
hidrogénio, atuando com a NADPH oxidase de membrana dos neutrofilos, além
de ter envolvimento na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(Arnhold, 2004), aumentando a sua longevidade por um periodo mais extenso,
para garantir a sua presenca no local da inflamacéo (Kolaczkowska e Kubes,
2013).

Apbs o periodo inicial da inflamac¢do aguda, mondcitos migram para o
local da lesdo, onde se diferenciam em células dendriticas e macroéfagos.
Macrofagos sdo células residentes no tecido do sistema imune inato. Depois de
iniciada a diapedese, os macrofagos tornam-se as células predominantes,
normalmente 24 horas apés o inicio da lesdo (Kumar et al., 2005). A secrecéo
de isoenzimas N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) é normalmente utilizada
como biomarcadora precoce da disfuncéo renal e como indicador do acimulo de

macrofagos ativados.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais

Assim, tendo em vista as marcantes diferencas de atividades dos venenos

de B. jararacussu e C. durissus terrificus, sendo o VBjussu inflamatério e

miotoxico enquanto o VCdt apresenta atividades miotoxica e acao anti-

inflamatoria em alguns modelos experimentais, o objetivo desse trabalho foi

comparar e caracterizar a resposta inflamatoéria local apés o envenenamento por

Bjussu e Cdt

Para tanto, os seguintes parametros foram investigados:

1-

Quantificacdo bioquimica de indicadores de leséo tecidual tais como,
creatinoquinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH).

Avaliar o efeito do envenenamento sobre o musculo gastrocnémio, nos
periodos de 4, 24, 48 e 72 horas ap0s 0 envenenamento analisando
as alterac6es morfoldgicas e lesdo na musculatura esquelética.
Quantificacdo bioguimica de componentes celulares do infiltrado
inflamatoério tais como, mieloperoxidase (MPO) e N-Acetil-B-D-
Glucosaminidase (NAG) no musculo gastrocnémio.

Avaliar por meio da microscopia intravital a dinamica do processo
inflamatério e a interacdo leucdcito endotélio, 2 e 24 apls o

envenenamento no musculo cremaster ou no mesentério.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Animais: Foram utilizados camundongos swiss machos de diferentes
pesos, pesando entre 25 g e 30g para realizacao da microscopia intravital e entre
18 g e 22g para os demais experimentos, os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central do Instituto Butantan (N=5 animais por grupo experimental). Os
animais foram mantidos no Biotério do laboratdrio, com livre acesso & agua e
ragdo. Todos os procedimentos experimentais com animais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB —
Protocolo n° 1614071216)

3.2- Veneno: No presente trabalho utilizamos pools liofilizados, resultantes da
extracdo de varios exemplares adultos de serpentes Bothrops jararacussu
(VBjssu) ou Crotalus durissus terrificus (VCdt), fornecido pelo Laboratério de
Herpetologia do Instituto Butantan. As solugbes de veneno foram preparadas
com salina (NaCl 0.15 M) estéril no momento do uso.

3.3- Envenenamento experimental no masculo gastrocnémio: Os
camundongos foram submetidos a tricotomia da é&rea correspondente ao
musculo gastrocnémio direito e assepsia do local com alcool iodado 2%. Em
seguida, foi realizada a inoculagéo intramuscular de doses subletais do veneno
de Bothrops jararacussu (40ug/40uL, i.m), essa dose foi determinada por
estudos anteriores (Zeni et al., 2008) e testes preliminares foram realizados para
avaliar a atividade do veneno de Bothrops jararacussu, a dose do veneno de
Crotalus terrificus durissus (6ug/40 uL, i.m), foi determinada por meio de
diferentes doses avaliando a evolug¢ao do envenenamento e a sobrevivéncia dos
animais. O veneno foi injetado na &area correspondente ao terco central do
musculo gastrocnémio direito. Animais controle receberam o mesmo volume de
salina estéril (40uL) As coletas dos tecidos foram realizadas 4, 24, 48 ou 72

horas, apés 0 envenenamento.

3.4- Quantificacfes de CK sérica e residual, Desidrogenase lactica (LDH),
mieloperoxidase (MPO) e N-Acetil-B-D-Glucosaminidase (NAG): Apls a
realizacdo da eutanasia, ocorreu a extracdo dos tecidos de forma cirdrgica,

coletando os musculos gastrocnémios das duas patas posteriores de todos os
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animais. As amostras de musculos foram pesadas e homogeneizadas em 1 ml
de tampéo fosfato 10mM pH 7,4 com de EDTA (tampéo salina EDTA-fosfato de
sédio-HCI- na proporcéo de 1:10) para dosagem de CK e LDH residuais, além
dos niveis de mieloperoxidase (MPO) e N-Acetil-B-D-Glucosaminidase (NAG).
Os musculos gastrocnémios foram homogeneizados em 1ml de tampao salina
fosfato (PBS), pH 7.4, utilizando um homogeneizador (Polytron PT- 10-35) por
30 segundos. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos,
coletando o sobrenadante para posterior quantificacdo. A dosagem de proteinas
do homogenato de musculo foi determinada pelo método de Bradford (Bradford,
1976).

3.4.1-Quantificacdo de mieloperoxidase (MPO): Descrito por Bailey, (1988)
com adaptacdes, para cada 200 pl da amostra do sobrenadante no homegenato
de musculos, foram adicionados 200 pl de Brometo de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB) com a concentracdo de 0,5 % depois as suspensdes foram sonificadas
por 20 segundos, congeladas com gelo seco e descongeladas 4 vezes em
seguida as amostras foram centrifugadas por 15 minutos na velocidade de
10.000 g, a 4°C. A atividade de MPO foi avaliada por meio da mistura de 25 pl
do sobrenadante a partir do processamento da amostra de tecido na microplaca
de 96 pocos (Steriler), foi acrescentado 25 pl de 3,3°,5,5 - tetrametilbenzidina 1,6
(TMB sigma) preparada em dlmetilsulfoxido (DMSO,Merck) 1,6 Mm Incubada
por 5 minutos a 37°C depois foi adicionada 25 pl 0,003% de H202 por mais 5
minutos de incubacédo e por fim foi adicionada 100 ul da solucéo bloqueio de
H2SOa4 (1IM) com a leitura colorimétrica a 450 nm em espectrofotdmetro. Os

resultados foram expressos por DO/mg de proteina do homogenato de muasculo.

3.4.2-Quantificacdo de N-Acetil-B-D-Glucosaminidase (NAG): Descrito por
Bailey (1988) com adaptacdes, para cada 100 pl de sobrenadante coletado, foi
adicionado 100 pl solugédo de NaCl (0.9%) contendo Triton X-100 a 0.1% e
centrifugados a 10.000 x g, por 10 minutos a 4°C. A quantificacdo dos niveis da
enzima lisossomal NAG foi medida por meio da mistura de 25 pl de amostra,
com 25 pl de p-nitrofenil-N-acetil-B-d-glucosaminida 2.24 mM (sigma), preparado
em tampao fosfato 0,1 M Ph 4,5 adicionados na placa de 96 pogos, com um

periodo de incubagéo de 10 minutos, o bloqueio foi feito por meio da adicdo de
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100 pl de tampéo glicina 0.2 M e Ph 10,6 e a hidrolise do substrato foi
determinada medindo a cor a 405 nm e a atividade expressa como mudanca na

DO/ mg de proteina do homogenato de musculo.

3.4.3-Quantificacéo de Creatinoquinase residual (CK): A dosagem da enzima
creatinoquinase ocorreu através do kit diagnostico (Lab-test CK-NAC). A leséo
muscular foi detectada pela dosagem de CK no musculo gastrocnémico. O valor
de CK foi expresso em unidades/ litro (U/L), cada unidade € definida como a
guantidade de enzima que catalisa a hidrdlise de 1 um de NADH por minuto.
Para analise do CK residual foi feita uma relacdo entre a atividade de CK no
musculo injetado com PBS (40 pl)- considerada 100% (grupo controle)
comparada com o musculo envenenado do muasculo contralateral também em
porcentagem. Desta relacéo obteve-se o percentual de CK residual presente no

musculo.

3.4.4-Quantificacdo de CK sérica: A dosagem foi feita através do kit diagndstico
(LabTest CK-NAC).A instalacdo da lesdo muscular foi verificada pela dosagem
de CK sérica.Os camundongos foram injetados no musculo gastrocnémio (GA)
com 40 ug/40 pl de veneno de Bothrops jararacussu ou 6ug/ul do veneno de
Crotalus durissus terrificus e apos 3 horas foi efetuado a coleta de sangue por
puncéo retro orbital. O valor de CK sérico esta expresso em unidades/litro (U/L)
sendo que cada unidade é definida como quantidade de enzima que catalisa a
hidrélise de 1 umol de NADH por minuto a 25°C.

3.4.5-Quantificacéo lactato desidrogenase (LDH): A quantificacdo da enzima
lactato desidrogenase residual, foi feita por meio da adicdo do homogenato
diluido com 1 ml de tampéo fosfato do musculo na placa de 96 pocos (5 pl) em
seguida foi adicionado 200 ul por pogo da solugéo de uso composta por 3-NADH
170 uM previamente aquecida a 37°C. A cinética de leitura ocorreu utilizando
filtro 339 nm e a leitura feita no espectrofotdmetro durante o periodo de 0, 1, 2,
3, 4 minutos. Para o calculo final foram utilizadas as leituras de 3 minutos e 1
minuto. O valor de LDH residual foi expresso em unidades/ litro (U/L), cada
unidade é definida como a quantidade de enzima que catalisa a hidrolise de 1

pum de NADH por minuto. O valor encontrado foi normalizado pelo peso do
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respectivo musculo. Para a analise do LDH residual foi feita uma relacéo entre a
atividade de LDH na pata injetada com PBS (40 pl)- considerada 100%- com a
pata do musculo envenenado em cada animal. Desta relagdo obteve-se o

percentual de LDH residual expresso no resultado.

3.5- Analise histoldgica: Apos a disseccao os musculos gastrocnémios foram
coletados lavados em solugdo salina 0,9% e transferidos para cassetes
permanecendo por 24 horas em fixador composto de paraformaldeido 4% e em
tampéao Millonig 0,1M (pH 7,2-7,4). A andlise histoldgica foi realizada por meio
da inclusdo do musculo em parafina. Cortes de 5 pm corados por H&E foram
analisados sob microscoépio de luz. Nos tempos de 4 a 72h. As imagens foram
capturadas em fotomicroscépio (Leica Microsystems DM).

3.6.1-Microscopia intravital no mudsculo cremaster: A Interacdo Leucdcito-
Endotélio foi avaliada por ensaios de microscopia intravital. O veneno de
Bothrops jararacussu, Crotalus durissus terrificus ou solugéo salina 0,9% (1pg/
100 pl) foi injetado no subcutaneo da bolsa escrotal e o leito vascular do masculo
cremaster foi preparado 2 ou 24 horas apos. Camundongos foram anestesiados
com cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg). O cremaster foi exteriorizado e
montado sobre uma placa com temperatura controlada (37°C), dotada de uma
area transparente, através da qual o leito microvascular foi visualizado (Baez,
1973). A preparacao foi analisada em um microscopio (Olympus BX51WI) com
uma objetiva 20x e acoplado a uma camera para captacdo de imagens
(Hamamatsu, Orca R2). As imagens foram transmitidas para um software de
analise de imagens. A preparacdo permaneceu mantida Umida e aquecida por
irrigacdo com solucdo PBS (phosphate buffered saline, 0.15 M, pH 7.4, 37°C).
Os leucocitos foram avaliados em estado rolling, aderentes e migrados. Os
leucadcitos rolling foram contados durante um periodo de 3 min, 10 min apés a
exposicdo da microcirculacdo. Os leucécitos aderidos foram contados ao longo
dos 100 ym do vaso. Os leucdcitos emigrados foram avaliados pela contagem
das células presentes em uma distancia de até 50 ym de cada lado do mesmo

segmento vascular de 100 pm.
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3.6.2-Microscopia intravital no mesentério: A Interacdo Leucdcito-Endotélio
foi avaliada no tecido conjuntivo. O veneno de Bothrops jararacussu, Crotalus
durissus terrificus (5ug/ 500 pl) ou solugéo salina (0,9%) foi injetado na cavidade
abdominal e o mesentério foi exposto 2 horas apos a inje¢cdo. Os camundongos
foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e
aproximadamente 10 minutos antes da realizacdo da laparotomia mediana,
receberam 100 ul de rodamina 6G, um marcador fluorescente de leucécitos
(Sigma, 1mg/ml) pelo sinus retro-orbital, sendo essa regido previamente
anestesiada. O mesentério foi exteriorizado com temperatura controlada (37°C),
dotada de uma area transparente, através da qual o leito microvascular foi
visualizado (Herr et al., 2015). A preparacédo foi analisada em um microscépio
(Olympus BX51WI) com uma objetiva 20x com o filtro TxRed e acoplado a uma
camera para captacdo de imagens (Hamamatsu, Orca R2). As imagens foram
transmitidas para um software de analise de imagens. A preparacédo permaneceu
mantida Umida e aquecida por irrigagcdo com solugdo PBS (phosphate buffered
saline, 0.15 M, pH 7.4, 37°C). Os leucdcitos foram avaliados em estado rolling e
aderéncia, na regido do mesentério, ndo foi possivel a visualiza¢édo de leucocitos
migrados. Os leucdcitos rolling foram contados durante um periodo de 1 min, 10
min apos a exposicdo da microcirculacdo. Os leucocitos aderidos foram
contados ao longo dos 100-150 ym do vaso. A preparacéo foi analisada em um
microscépio (Zeiss Axioskop) com uma objetiva 10x e acoplado a uma camera
para captacdo de imagens (JVC TK-C600) e as imagens transmitidas a um

computador provido de um programa de andlise de imagens (Kontron, KS300).

3.7- Analise Estatistica: Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média e analisados estatisticamente o teste de analise de variancia
de uma via (ANOVA), quando apropriado utilizou-se o pés-teste de Bonferroni
para comparacdo dos grupos. Foram considerados significantes os resultados

com p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1-Efeito miotoxico dos venenos sobre CK sérica

Os niveis elevados da enzima creatinoquinase sinalizam a instalacao de
uma lesdo muscular. Como pode ser observada, a atividade enzimatica de CK
sérica foi expressa em ambos 0s venenos. Os nossos resultados também
mostraram que o VBjussu expressou maior atividade enzimatica na corrente
sanguinea em comparacao ao VCdt (Figura 4).
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Figura 4. Mionecrose induzida pelo envenenamento por Bothrops jararacussu ou Crotalus durissus
terrificus. O dano muscular foi avaliado medindo-se os niveis de Creatinoquinase (CK) no soro 3 horas
apos a injegdo intramuscular do veneno de Bothrops jararacussu (40ug/40ul) ou Crotalus durissus terrificus
(6pg/40pl) no musculo gastrocnémio direito de camundongos, o grupo controle recebeu solugéo salina no
musculo contralateral. Os dados sdo expressos como média + e.p.m. P<0,05.*P em relagdo ao grupo

controle e #P em relagdo ao grupo VCdt. Os resultados correspondem a médiat SEM de 5 animais.

4.2-Quantificacdo bioquimica de indicadores de leséo tecidual

4.2.1- Efeito miotéxico do veneno no musculo gastrocnémio
Os valores de cretinoquinase (CK) residual indicam a instalacdo da lesao
muscular local devido & quantificacdo de CK residual, restante no musculo apos

0 envenenamento em comparacdo ao musculo contralateral. Os resultados

22



mostraram que essa enzima foi encontra-se em maior quantidade 72 horas apos

0 envenenamento por VBjussu (Figura 5).
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Figura 5- Mionecrose induzida pelo envenenamento por Bothrops jararacussu ou Crotalus durissus
terrificus. O dano muscular foi avaliado medindo-se os niveis de Creatinoquinase (CK) no musculo
gastrocnémico 4, 24,48 e 72 horas apds ainjecdo intramuscular do veneno de Bothrops jararacussu
(40pg/40ul) ou Crotalus durissus terrificus (6ug/40ul), o grupo controle recebeu solugdo salina no
musculo contralateral. Os dados s@o expressos como média + e.p.m. P<0,05.*P em relagdo ao grupo
controle e #P em relagdo ao grupo VBjussu. Os resultados correspondem a médiat SEM de 5 animais.

4.2.2-Efeito do envenenamento sobre a atividade da enzima Lactato
Desidrogenase (LDH) no musculo gastrocnémico

A figura 6 representa a quantificacdo da enzima lactato desidrogenase
residual no muasculo gastrocnémio, sendo essa enzima indicadora de lesdo
tecidual, os nossos resultados mostram que 48 e 72 horas apdés o
envenenamento, o grupo VCdt manteve uma maior quantidade de LDH no

musculo gastrocnémio em comparacao ao VBjussu.

23



B V. Cdt
El V. Bjussu

% LDH Residual

4h 24 h 48 h 72 h

Figura 6. Efeito do envenenamento sobre a atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH) no
musculo gastrocnémio de camundongos, induzido pelos venenos de Bothrops jararacussu (40ug)
ou Crotalus durissus terrificus (6pg) durante o periodo de 4, 24, 48 e 72 horas, 0 grupo controle
recebeu solugdo salina no musculo contralateral. Os dados sdo expressos como média + e.p.m.
P<0,05.*P em relagdo ao grupo controle e *P em relagéo ao diferente VCdt . Os resultados correspondem
a média+ SEM de 5 animais.

4.3.1- Avaliacéo histopatoldgica da lesdo muscular esquelética induzida
por VCdt ou VBjussu 4 horas apds o envenenamento.

Os cortes histologicos do musculo gastrocnémico confirmam que o
musculo foi severamente danificado. As imagens apresentadas na figura 7
mostram os efeitos dos venenos 4 horas apdés a injecdo no musculo
gastrocnémio, notamos no grupo controle (figura 7A) as fibras intactas, sem a
presenca de células inflamatérias enquanto no VCdt (figura 7B) observa-se
desorganizacdo e ruptura dos feixes musculares e uma leve presenca de
infiltrado inflamatorio. Sobre o VBjussu (figura 7C) observamos um aumento no
espacamento e ruptura das fibras musculares, perda dos feixes das fibras
musculares causando inchaco dessas fibras, presenca de edema, infiltrado

inflamatério moderado e lesdo delta.
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Figura 7- Morfologia da lesdo no musculo gastrocnémio. Corte transversal do musculo
gastrocnémio de camundongos 4 horas ap6s a injecdo intramuscular de veneno de Bothrops
jararacussu ou Crotalus durissus terrificus. Os grupos envenenados foram comparados com o grupo
gue recebeu solucao salina (controle) no musculo contralateral, para mostrar o processo inflamatdrio e seus
respectivos eventos. As imagens referem-se aos grupos controle (A), VCdt (B) e VBjussu (C) com aumento
de 10x. Escala de 100 um caracterizada por mionecrose (asterisco), infiltrado inflamatorio (seta), ruptura

das fibras musculares (triangulo) e presenca de lesdo delta (seta azul).

4.3.2- Avaliacédo histopatoldgica da lesdo muscular esquelética induzida
por VCdt ou VBjussu 24 horas ap6s o0 envenenamento.

Nas figuras 8B e 8C observa-se um infiltrado inflamatorio elevado em
ambos 0s grupos, maior destruicao das fibras musculares, intensa mionecrose.
Maior espacamento entre os perimisios e alteracdo no tamanho das fibras
musculares. As imagens apresentadas na figura 8C nota-se a presenca de
edema, inchago das fibras musculares e leséo delta, enquanto na figura B fica
evidente alteracdes com distorcbes nas fibras musculares, presenca de

mionecrose.
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Figura 8. Morfologia da lesdo no musculo gastrocnémico. Corte transversal do musculo
gastrocnémio de camundongos 24 horas ap6s a injegdo intramuscular de veneno de Bothrops
jararacussu ou Crotalus durissus terrificus. Os grupos envenenados foram comparados com o grupo
gue recebeu solucéo salina (controle) no musculo contralateral, para mostrar o processo inflamatério e seus
respectivos eventos. As imagens referem-se aos grupos controle (A), VCdt (B) e VBjussu (C) com aumento
de 10x. Escala de 100 ym caracterizada por mionecrose (asterisco), infiltrado inflamatério (seta), ruptura

das fibras musculares (triangulo) e presenca de lesao delta (seta azul).

4.3.3- Avaliacéao histopatoldgica da lesdo muscular esquelética induzida
por VCdt ou VBjussu 48 horas ap6s o0 envenenamento

Na figura 9, a imagem retrata as alteracdes que ocorreram no musculo
esquelético 48 horas apds o envenenamento. Observa-se um infiltrado celular
demasiado composto por células mononucleares em ambos 0s venenos e

abundante inchaco e distorcéo das fibras musculares.
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Figura 9- Morfologia da lesdo no mduasculo gastrocnémico. Corte transversal do musculo
gastrocnémio de camundongos 48 horas ap6s a injegcdo intramuscular de veneno de Bothrops
jararacussu ou Crotalus durissus terrificus. Os grupos envenenados foram comparados com o grupo
gue recebeu solucéo salina (controle) no musculo contralateral, para mostrar o processo inflamatério e seus
respectivos eventos. As imagens referem-se aos grupos controle (A), VCdt (B) e VBjussu (C) com aumento
de 10x. Escala de 100 ym caracterizada por mionecrose (asterisco), infiltrado inflamatério (seta), ruptura

das fibras musculares (triangulo) e presenca de lesao delta (seta azul).

4.3.4- Avaliacéao histopatoldogica da lesdo muscular esquelética induzida
por VCdt ou VBjussu 72 horas ap6s o0 envenenamento.

Na figura 10 observa-se infiltrado inflamatério exacerbado principalmente
no grupo VBjussu (10C) composto por ceélulas polimorfonucleares, forte
mionecrose, destruicdo tecidual e edema elevado. Na imagem 10B notamos o

infiltrado inflamatorio entre as fibras musculares.
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Figura 10- Morfologia da lesdo no musculo gastrocnémico. Corte transversal do musculo
gastrocnémio de camundongos 72 horas ap0s a injecdo intramuscular de veneno de Bothrops
jararacussu ou Crotalus durissus terrificus. Os grupos envenenados foram comparados com o grupo
gue recebeu solucéo salina (controle) no musculo contralateral, para mostrar o processo inflamatério e seus
respectivos eventos. As imagens referem-se aos grupos controle (A), VCdt (B) e VBjussu (C) com aumento
de 10x. Escala de 100 pm caracterizada por mionecrose (asterisco), infiltrado inflamatério (seta), ruptura

das fibras musculares (triangulo).

4.4-Quantificacdo bioquimica de componentes do infiltrado inflamatorio.

4.4.1-Efeito dos venenos sobre o recrutamento de células
polimorfonucleares no musculo gastrocnémio.

A figura 11 representa a atividade enzimatica de MPO, sendo essa
diretamente proporcional ao numero de células polimorfonucleares (PMNS)
ativadas, principalmente, neutréfilos presentes em tecidos inflamados (Pulli et
al., 2013). A quantificacdo ocorre de maneira indireta através da atividade
enzimatica de MPO (mieloperoxidase) apds a injecao intramuscular de veneno
(Cdt ou Bjussu) ou solugéo salina (na pata contralateral) no gastrocnémio.

O aumento da atividade enzimética de MPO foi mais elevada que o grupo
controle 4 horas ap6s o0 envenenamento em ambos o0s venenos (VBjussu e VCd),
atingindo seu pico maximo no periodo de 24 horas. Por outro lado, 72 horas ap06s
o envenenamento o VCdt apresentou maior atividade enzimatica de MPO

guando comparado com 0 VBjussu.
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Figura 11- Efeito do envenenamento sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no

musculo gastrocnémico. Os grupos consistiram de animais do grupo controle, grupo sham que receberam
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salina na pata contralateral e grupo envenenado que consiste na injecdo do veneno de Bothrops jararacussu
(40pg) ou Crotalus durissus terrificus (6pg) de forma intramuscular no gastrochémico e a coleta realizada
apos o periodo de 4, 24, 48 ou 72 horas. Os dados sdo expressos como média + e.p.m. P<0,05.*P em
relagdo ao grupo controle e #P em relagdo ao grupo VCdt. Os resultados correspondem & médiat SEM de
5 animais.

4.4.2- Efeito dos venenos sobre o recrutamento de células mononucleares
no muasculo gastrocnémio.

A figura 12 representa os dados obtidos da quantificacdo de N-acetil-B-D-
glicosaminidase (NAG) sendo essa diretamente proporcional ao acumulo de
macrofagos ativados encontrados no tecido inflamado. A quantificacdo foi
realizada através da quantificacdo da enzima NAG apoés a injecao intramuscular
dos venenos (Cdt ou Bjussu) no gastrocnémico e solucdo salina na pata
contralateral.

O envenenamento por Bjussu resultou no aumento de NAG nos periodos
4, 24, 48 horas ap6s o envenenamento. Atingindo seu pico maximo de atividade
enzimatica no periodo de 48 horas, enquanto o VCdt apresentou atividade de
NAG apenas nos periodos finais de 48 e 72 horas, essa atividade foi menos

expressa em comparagdo ao grupo VBjussu 48 horas apds o envenenamento.
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Figura 12 - Efeito do envenenamento sobre a atividade da enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase
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(NAG) no musculo gastrocnémio. Os grupos consistiram de animais do grupo controle, grupo sham que
receberam salina na pata contralateral e grupo envenenado que consiste na injecdo do veneno de Bothrops
jararacussu (40pug) ou Crotalus durissus terrificus (6g) de forma intramuscular no gastrocnémico e a coleta
realizada ap6s o periodo de 4, 24, 48 ou 72 horas. Os dados sdo expressos como média + E.P.M. P<0,05.*P
em relagédo ao grupo controle e *P em relagdo ao diferente grupo VCdt. Os resultados correspondem &

médiat SEM de 5 animais.
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4.5-Efeito do envenenamento sobre a interacao leucocito-endotélio em

ensaios de microscopia intravital.

4.5.1- Interacdo leucécito-endotélio em vénulas pds-capilares na
microcirculacdo do musculo cremaster.

A microscopia intravital tem como objetivo mostrar a dindmica da
inflamacdo por meio da interagdo leucécito endotélio, principalmente na
musculatura esquelética, lembrando que os dois venenos utilizados no
presente estudo sdo miotoxicos.

Os dados obtidos indicam que no periodo de 2 e 24 horas, o
envenenamento foi capaz de aumentar o rolling celular em ambos 0s grupos
envenenados, entretanto, a quantidade de leucocitos em rolling foi maior no
grupo VBjussu (Figura 13A e D).

Sobre a quantidade de células aderidas, nota-se que o VBjussu
apresentou um aumento em ambos os tempos (Figura 13B e E),
principalmente no periodo de 2 horas, enquanto o VCdt apenas 24 horas ap0s
0 envenenamento, sendo esse aumento inferior ao VBjussu.

Por fim, observa-se que a migracao celular aumentou 2 e 24 horas ap6s
0 envenenamento por VBjussu e notamos um delicado aumento 2 horas apés
o VCdt (Figura 13C e F).
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Figura 13 - Interacdo leucdcito-endotélio em vénulas pds-capilares na microcirculagdo do
musculo cremaster de camundongos, induzido pelos venenos de Bothrops jararacussu (40ug)
ou Crotalus durissus terrificus (6ug) durante o periodo de 2 horas e 24 horas. Os grupos analisados
receberam injecdo de VBjussu ou VCdt no subcutaneo da bolsa escrotal ou solugdo salina no caso do
grupo controle. Os dados sdo expressos como média + e.p.m. P<0,05.*P em relagcdo ao grupo controle
e #*P em relagéo ao diferente grupo do VCdt Os resultados correspondem & médiat SEM de 5 animais.

A Figura 14 mostra os eventos analisados anteriormente, a figura 14A
representa o grupo controle, a figura 14B mostra a adeséo celular (indicada
pela seta) apds a injecéo de VCdt no musculo cremaster e a figura 14C mostra

a migracao celular 2 horas ap0s o envenenamento por VBjussu.
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Figura 14- Imagem da interac&o leucocito-endotélio no musculo cremaster de camundongos,
induzido pelos venenos de Bothrops jararacussu (40ug) ou Crotalus durissus terrificus (6pg)
apos o periodo de 2 horas. Os grupos analisados receberam inje¢éo de (A) solugéo salina, (B) VCdt
ou (C) VBjussu no subcuténeo da bolsa escrotal de camundongos. As setas da figura C indicam
leucécitos migrados para o espaco extravascular e as setas da figura B mostra a interagdo dos

leucdcitos com a superficie interna do endotélio. Os resultados correspondem a médiat SEM de 5

animais.
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A figura 15 mostra a interacdo leucécito endotélio 24 horas apos a
injecdo no musculo cremaster. Podemos observar o grupo controle (figura
15A), uma quantidade pequena de células migradas (figura 15B) e uma
quantidade maior de células migradas (indicada nas setas) e esse aumento

ocorreu principalmente apos a aplicacdo do VBjussu (figura 15C).
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induzido pelos venenos de Bothrops jararacussu (40ug) ou Crotalus durissus terrificus (6pg)
durante o periodo de 24 horas. Os grupos analisados receberam injecédo de (A) solugdo salina, (B)
VCdt ou (C) VBjussu no subcuténeo da bolsa escrotal de camundongos A seta da figura B e C indicam
leuctcitos migrados para o espaco extravascular. Os resultados correspondem a médiat SEM de 5

animais.
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4.5.2- Efeito do envenenamento sobre a interacéo leucocito-endotélio
em ensaios de microscopia intravital no mesentério.

A microcirculagdo no mesentério mostra como 0s venenos interagem
com o tecido conjuntivo. Nossos resultados indicam que 2 horas, apés a
injecdo de VCdt ndo ocorreu um aumento de rolling e adesdo celular em

comparacao ao VBjussu (Figura 16 e 17).
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Figura 16- Interacdo leucdcito-endotélio na microcirculagdo do mesentério, induzido pelos
venenos de Bothrops jararacussu (1ug) ou Crotalus durissus terrificus (1ug) apés o periodo de
2 horas. Os grupos analisados receberam injecao de V. Bjussu ou V. Cdt no periténio ou solugado salina
no caso do grupo controle. Os dados s&do expressos como média + e.p.m. P<0,05.*P em relacdo ao
grupo controle e *P em relagdo ao grupo VCdt. Os resultados correspondem 4 médiat SEM de 5

animais.
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Figura 17- Imagem da Interacéo leucocito-endotélio na microcirculagdo do mesentério, induzido
pelos venenos de Bothrops jararacussu (1pg) ou Crotalus durissus terrificus (1pg) apds o
periodo de 2 horas. Os grupos analisados receberam inje¢éo de (A) solugéo salina, (B) VCdt ou (C)
VBjussu no peritdnio de camundongos.

40



5- DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos a atividade inflamatoria de 2 venenos
da familia Viperidae, sendo ambos miotéxicos atuando de maneira local e/ou
sistémica.

Para avaliar o dano local causado por VCdt e VBjussu, utilizou-se uma
dose subletal por via intramuscular. A creatina quinase (CK) é uma enzima
importante do metabolismo energético, especialmente no tecido muscular
(Koch et al., 2014). A injecéo intramuscular do veneno, induziu a liberacéo de
CK na corrente sanguinea 3 horas ap0s o envenenamento, sendo essa mais
expressa no VBjussu. Estudos anteriores mostraram que a injecao de VBjussu
eleva os niveis de CK sérico mostrando que esse veneno é mionecratico,
sendo a maior parte dessa atividade atribuida a toxinas miotOxicas
classificadas como PLA:z (Dias et al., 2014) enquanto sobre a quantidade de
CK residual presente no musculo, ocorreu reducéo 4 horas ap0s a injecdo de
VBjussu. A acdo miotoxica pode atuar de duas formas, pela presenca de
miotoxinas do veneno ou/e devido a isquemia ocasionada pelo
comprometimento da microcirculacdo do tecido muscular (Gutiérrez et al.,
2018; Maria Gutié Rrez et al., 2009).

O veneno de Crotalus durissus terrificus, apresenta forte atividade
miotdxica, um estudo realizado por D’'Império Lima et al., (1991) mostrou que
a atividade de CK na corrente sanguinea aumentou quando o VCdt foi injetado
no abdomen e que o aumento de CK esta relacionada com a mortalidade
desses animais.O componente responsavel pela miotoxicidade sistémica do
VCdt é a crotoxina, sendo esse componente majoritario, porém diversos
estudos mostraram gue a crotoxina também possui a¢cdes imunomoduladoras,
anti-inflamatérias, antimicrobianas, antitumorais e analgésicas (Sampaio et
al., 2010).

Dando continuidade a essa linha de investigacdo, realizamos a
dosagem de lactato desidrogenase. Essa enzima marca viabilidade celular
funcionando como um marcador indireto de hemdlise e injuria tecidual, sendo
liberada durante o dano tecidual, o LDH pode ser encontrada nas mitocondrias

das fibras musculares intactas.
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O VBjussu manteve a atividade de LDH residual no musculo 4 horas
apos a injecao intramuscular no gastrocnémio, entretanto, ocorreu uma perda
de LDH residual até o periodo de 72 horas, Gongalves et al., (2008) mostrou
que o envenenamento por Bothrops jararaca eleva a atividade LDH
plasmatico até o periodo de 4 horas apds 0 envenenamento. Mostrando dessa
maneira que os componentes dos venenos atuam diretamente sobre a
hemdlise celular no local da lesdo. Senise et al (2015) revelando que o
envenenamento por Bothrops jararaca atua na geracdo de trombina
intravascular, estimulando a coagulopatia e hemolise intravascular em modelo
experimental utilizando ratos.

Acerca do VCdt, estudos experimentais realizados por Salvini et al
(2001) mostram que o VCdt eleva tanto a atividade enzimatica sérica de CK
guanto LDH, nossos resultados mostraram uma tendéncia no aumento dessa
enzima de forma residual 24 horas ap6s 0 envenenamento por VCdt.

Analisando as alteragbes morfoldégicas ocasionadas apds o
envenenamento. O veneno da espécie Bothrops jararacussu, utilizado no
presente estudo apresenta acdo local, com intensa mionecrose, ruptura das
fibras musculares e infiltrado inflamatério (principalmente infiltracéo de células
polimorfonucleares) e degeneracdo. O VBjussu induz lesdes diretas e de
forma progressiva aos capilares levando a degradacdo da microcirculacdo
local, com fraca recuperacédo do musculo lesionado (Neto e Marques, 2005).

Enquanto o VCdt apresentou um infiltrado inflamat6rio moderado,
mionecrose nas fibras musculares e aumento do espaco entre as fibras
musculares, o efeito miotoxico do VCdt se deve a presenca da fosfolipase Az
principalmente a Crotoxina, essa fosfolipase atua de maneira local e sistémica
(que se manifesta como rabdomiélise), esta diferenca pode estar relacionada
a diferencas na especificidade de ligacdo a alvos celulares (Lomonte e
Gutiérrez, 2011). A crotoxina atua principalmente em muasculos ou em regides
musculares compostas predominantemente por fibras tipos | e IIA, como o
musculo gastrocnémio vermelho (51% tipo | e 35% tipo IIA), induzindo uma

lesdo muscular sistémica e seletiva (Salvini et al., 2001a).
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Para analisar o perfil celular em diversos tempos, quantificamos a
atividade enzimatica no infiltrado inflamatorio dos muasculos pos
envenenamento seu respectivo grupo controle, sabemos que os neutrofilos
sdo células de grande importancia para o sistema de defesa, considerado
como a primeira linha de defesa contra a infeccdo e estdo intimamente
envolvidos com o inicio da resposta inflamatoria (Yang et al 2017), além de
produzir radicais livres, como superoxido e peréxido de hidrogénio os
neutrofilos sdo responsaveis por secretar a enzima mieloperoxidase (MPO),
sendo essa enzima utilizada no presente estudo como marcador indireto de
atividade neutréfilica (Pulli et al., 2013).

Nossos resultados mostraram que o envenenamento foi capaz de
aumentar a atividade enzimatica de MPO alcancando sua atividade maxima
com 24 horas, e o decréscimo até 72 horas pdés-envenenamento. NoOS
periodos finais a atividade de MPO foi maior no grupo VCdt em comparacéo
ao VBjussu.

Um estudo realizado por Elifio-Esposito (2007) revelou que na
composicdo do veneno de Bjussu existe uma lectina capaz de interagir com
glicoligantes na superficie dos neutréfilos, resultando na migracdo de
neutroéfilos (modelo in vivo) e promovendo uma auto regulacao das moléculas
de adeséo (como a integrina 1).

Apébs o envenenamento por Cdt, notamos que a atividade de MPO foi
mais elevada que o VBjussu no periodo de 72 horas. Lima et al (2007) mostrou
gue VCdt in vivo e em in vitro, reduz a fagocitose dos neutréfilos em modelo
de peritonite induzido pela carragenina, reforcando a possibilidade dos
neutréfilos permanecerem ativados, sendo a Crotoxina (CTX), componente
majoritario do VCdt responsavel pela inibicdo da atividade fagocitica de
neutrofilos (Lima et al.,2012), alterando a fung&o celular devido & inibicdo da
fosforilacdo da tirosina, polimerizacédo de actina nos fagossomas e por fim,
fagocitose.

Uma vez determinado o efeito do envenenamento por Cdt e Bjussu
sobre a atividade de MPO, investigamos a atividade enzimatica de células

mononucleares ativadas por meio da quantificacdo de N-acetil-B-D-
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glicosaminidase (NAG). Um fator que pode alterar a atividade das células
mononucleares sao as lectinas de veneno, sendo essas capazes de interagir
com carboidratos presentes na superficie dos macréfagos (Duffield et al.,
2012; Margola e Rodrigues, 2015).

O VBjussu elevou a quantidade dos macrofagos no tecido muscular até
o periodo de 48 horas. As lectinas de veneno sao capazes de interagir com
carboidratos presentes na superficie dos macréfagos, aumentando a atividade
das células mononucleares (Duffield et al., 2012; Marcola e Rodrigues, 2015).
De acordo com Dias-Netipanyj et al (2016) o VBjussu pode alterar a ativacao
de células mononucleares, aumentando a producdo de citocinas pro-
inflamatérias, contribuindo indiretamente para a modulagéo celular Th1.

Os efeitos proé-inflamatoérios dos venenos botropicos séo atribuidos a
duas classes principais de toxinas, as metaloproteases (SVMPs) e
principalmente a fosfolipases Az, as fosfolipase A2 miotoxicas encontradas no
veneno do género Bothrops (Gutiérrez e Lomonte, 1995) causam lesdo
muscular direta na membrana da célula muscular, por mecanismo indireto de
degeneracdo vascular, dano celular e reacdo inflamatoria aumentando a
liberacdo de mediadores por células imunes, como os macréfagos (Gutiérrez
e Ownby, 1995; Costa et al., 2002; Markland e Swenson, 2013).

O envenenamento por Cdt elevou a atividade de NAG, de maneira
tardia nos periodos de 48 e 72 horas. Um estudo mostrou que além de efeito
inibitério sobre a atividade de espalhamento e atividade fagocitica dos
macrofagos de forma prolongada (Sampaio et al.,, 2001) e 0 componente
responsavel por esse efeito inibitorio € a Ctx, atuando sobre resposta imune
humoral além de induzir alteracbes na distribuicdo de leucdcitos,
caracterizada pela inibicao de linfécitos e mondcitos (Cardoso et al., 2001).

Para estudar a dindmica do processo inflamatério provocado pelo
envenenamento, utilizamos a microscopia intravital. O estimulo inflamatoério
induzido pelo envenenamento elevou o rolling, adesdo e migracéo celular.

Assim, como descrito por Zamuner et al (2005), em condi¢cbes
experimentais utilizando o veneno de Bothrops asper, a ICAM-1 pode

funcionar como ligante para o LFA-1 contribuindo para interagdes neutrofilo-
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endotélio, esse veneno ativa o endotélio atuando sobre a PECAM-1
aumentando a adesao e migracao celular. O VBjussu elevou principalmente a
adesao celular no periodo de 2 horas e a migracao celular 24 horas apés o
envenenamento (figura 16 e 17), possivelmente ativando moléculas
expressas no endotélio.

Em relacdo ao VCdt, identificou-se um processo inflamatério mais fraco
em comparacao ao VBjussu, com aumento do rolling e migragao (apenas no
periodo de 2 horas), adesé&o celular. Nunes e colaboradores (2007) mostrou
que a VCdt induz um efeito anti-inflamatério prolongado em um modelo
experimental, reduzindo a migracéo de celular. Esse mesmo grupo identificou
que a Ctx pode interferir na expressdo das moléculas de adesdo apdés o
envenenamento sobre a musculatura esquelética, inibindo a interacao
leucdcito endotélio e a migracao celular (Nunes et al., 2009).

Observando a microcirculacao no tecido conjuntivo, estudos anteriores
mostraram que duas horas apés a administracdo de Ctx ou fosfolipase Az,
ocorreu a reducdo do rolling celular e a quantidade de células aderidas foi
equivalente ao grupo controle (Zambelli et al., 2008). O VCdt reduziu o rolling
e adesdo celular no mesentério, sua resposta foi extremamente fraca quando
comparado ao grupo VBjussu, 2 horas apds o envenenamento na cavidade
abdominal. E interessante notar que o VBjussu, apresentou uma resposta
altamente inflamatoria no tecido conjuntivo.

Uma manifestacdo comum, resultante do envenenamento ofidico é a
necrose do muasculo esquelético. Em resposta ao dano causado pelo
envenenamento o musculo libera moléculas que atuam como “sinais de
perigo”, conhecidas como DAMPs (Padrées Moleculares Associados a
Danos) servindo como ligantes enddgenos capazes de interagir com
receptores Toll-like (TLRs) essas moléculas contribuem para a acao
inflamatoria por meio da ativacdo do sistema imune inato, apos sua ligacéo
aos receptores em varios tipos celulares (Sarhan et al., 2018).

Diferentes venenos podem emitir DAMPSs, estudos experimentais
visando comparar o veneno de Bothrops asper e Crotalus durissus terrificus,

mostraram que o0 veneno botropico induz a liberacdo dos dois tipos de

45



moléculas mitocondriais (mt DNA) encontrada na matriz e citocromo c (Cit ¢)
no espaco inter-membrana de maneira mais rapido que o VCdt. Por outro lado,
veneno crotalico liberou citocromo ¢ de maneira tardia (Zornetta et al., 2012).
Esse estudo sugere que a liberacdo de DAMPs mitocondriais contribui para
0s eventos inflamatorios locais e sistémicos.

Alguns DAMPs sdo capazes de elevar de maneira indireta a
permeabilidade vascular, estimulando células inflamatérias a produzir
citocinas que atuam na microvasculatura e também atuando diretamente com
as células endoteliais(Rucavado et al., 2016).

Nesse sentido, é importante comentar as diferentes respostas obtidas,
o VBjussu com uma resposta mais rapida e demasiada, maior influxo de
neutréfilos, macréfagos e lesdo muscular. Em contraste, o VCdt, ocasiona
miotoxicidade sistémica, induzida por este veneno e as alteracdes
observadas, tais como, aumento do influxo de neutréfilos, alteracdes
morfolégicas e morte celular ocorrem devido & resposta do sistema imune por
meio da liberacdo de sinais de perigo gerados pelo musculo lesado, essa
guestao precisa de um estudo mais aprofundado.

Esses resultados revelam a importancia de saber como funciona o
processo inflamatério de cada veneno, como ocorrem 0S eventos precoces e
tardios no tecido logo apGs o envenenamento, para futuramente associar os
diferentes tipos de envenenamentos com tratamentos mais especificos,

amenizando assim possiveis sequelas.

6.RESUMO DOS RESULTADOS

- O VBjussu e o VCdt apresentam efeito miotéxico, aumentando os niveis de
marcadores de lesdo, como CK e LDH no local do envenenamente, mas essa

atividade foi mais elevada no VBjussu.

-Os cortes histolégicos, mostraram alteracdes das fibras musculares,
presenca de edema, infiltrado inflamatdrio e necrose tecidual, em ambos os
venenos. Além da presenca de lesdes delta apdés o envenenamento por

Bothrops jararacussu.
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-Aumento da atividade enziméatica de MPO 4 e 24 horas apds o
envenenamento em ambos o0s venenos (VBjussu e VCdt), sendo essa
atividade mais elevada no VBjussu. No periodo de 72 horas o VCdt

apresentou maior atividade enzimatica de MPO em comparacao ao VBjussu.

-O envenenamento por VBjussu elevou o NAG no musculo gastrocnémio 4,
24 e 48 horas apdés o envenenamento, enquanto o VCdt apresentou um

aumento 48 e 72 horas ap6s o envenenamento.

-A interacdo leucécito endotélio no musculo cremaster, mostrou que o
VBjussu eleva o rolling, adeséo e migracao celular no periodo de 2 e 24 apos
0 envenenamento, no VCdt esse aumento aconteceu 2 horas depois, sobre o
rolling e migracéo celular, no periodo de 24 horas apenas a adeséo celular foi

elevada.

-No tecido conjuntivo, o VBjussu apresentou aumento no rolling e adeséo
celular 2 horas ap6s o0 envenenamento no mesentério, por outro o VCdt nédo

apresentou resposta apc')s 0 envenenamento

7.CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que o VBjssu induz uma interacéo
leucécito-endotélio que se manifesta rapidamente devido a componentes do
veneno com atuacao direta sobre o tecido muscular, enquanto no VCdt essa

interacdo € mais tardia e menos intensa, ndo apresentando atividade

inflamatéria no tecido conjuntivo.
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Cemificamas que & propasta intitulaa "Caraclerizagia da respasta infamataria nas |eshes musoulanes causadas pelos venenos das
serpentes Bothrops jararacussu e Crolalus durissus berrificus: Efeito da estresse cxidative & passivel melhara lerapdutica com o uso
e dexarmetasona ®, protocolada sob o CELA n? 1614071216, sob a responsabilidade de Luis Roberto de Camargo Goncalves &
equips; Maria Bealriz Bemardez Amanim - gue ervalve a produgie, manutengdo efou ulilizagio de animais pertencenles & o
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Macional de Contrale da Experimentacso Animal (OONCEA), e foi aprovada pela ComissBa de Btica na Uso de Animais da Instituto
Butantan (CELIAIE} na reunido de 22/03/2017.

‘We cerily that the propasal "Characterization of the inflammatory response in muscle injury caused by the venom of snakes
Bethrops jararacuscy and Crotalus durissus tesificus: EMect of axidative shress and pessible therapeutic improvement with the use
of dexamethasene”, Wlilizing 592 Helerogenics mice (592 males), protocel number CEUA 1614071216, under the resparsibility of
Luis Roberto de Camarge Gancalves and team; Maris Baatnr Bernarder Amori - which invalves the productian, mainlensnce
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