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RESUMO

Comparacéo entre a nefrotoxicidade da crotoxina nativa e a irradiada com
raios gama de ®°Co em camundongos.

ANDRE MOREIRA ROCHA

Os venenos das serpentes sdo compostos protéicos complexos com extensas
atividades biolégicas. Estas moléculas abrangem até 95% do peso seco do
veneno, e compreendem enzimas, toxinas ndo enzimaticas e proteinas atoxicas.
Dentre as complicagdes fisioldgicas, a Insuficiéncia Renal Aguda - IRA é bem
comum nos acidentes crotalicos, onde as concentracdes renais do veneno se
apresentam até 50% maiores do que na concentracdo plasmatica. A fracao toxica
responsavel por essa complicacdo € a crotoxina. O veneno das serpentes,
quando irradiado com raios gama de ®Co, tem a sua toxicidade diminuida,
entretanto, sdo mantidas as suas propriedades imunolégicas. Nossa hipétese é
gue a utilizacdo de veneno irradiado em substituicdo ao nativo pode reduzir a taxa
de lesbes renais em animais de grande porte durante a producdo de soros
antiofidicos, propiciando melhor qualidade de vida e bem estar desses animais.
No presente estudo realizou-se o isolamento da crotoxina por técnicas
cromatograficas, a partir do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. Parte
da toxina isolada foi reservada e denominada crotoxina nativa (CTXN) enquanto
gue outra parte foi irradiada com 2 kGy de raios gama oriundos de uma fonte de
®Co e denominada crotoxina irradiada (CTXI). Diferentes grupos de
camundongos Balb/c receberam a toxina nativa ou irradiada e tiveram seus rins
removidos em diferentes tempos pos-injecdo da crotoxina. Realizou-se a
nefrectomia dos animais e foi feito o preparo dos cortes histolégicos em
Hematoxilina-Eosina (HE) e cortes de imunohistoquimica com anticorpo policlonal
de coelho anticrotoxina. As alteracdes histopatoldgicas encontradas nas amostras
foram glomerulonefrite (GN), congestdo capilar (CC) e necrose tubular aguda
(NTA). Verificou-se que a GN teve maior ocorréncia no grupo CTXN que no grupo
CTXI. A NTA foi dominante no grupo CTXN em relacdo ao grupo CTXI. A CC foi
predominante no grupo CTXI que no grupo CTXN. Entretanto esta diferenca nao é
estatisticamente significante segundo o teste t Student de amostras
independentes. O tratamento imunohistoquimico revelou que a concentracédo de
antigeno marcado com o anticorpo € decrescente segundo os intervalos de tempo
de eutanasia dos animais do grupo inoculado com CTXI, pois a crotoxina quando
irradiada tem a sua excrecdo renal facilitada. Conclui-se que as alteragbes
histopatologicas GN e a NTA foram significativamente menos frequentes em rins
de animais inoculados com CTXI. Diferentemente da crotoxina nativa, a crotoxina
irradiada € detectada pelo anticorpo anticrotoxina apenas nos tempos
intermediarios pos-inoculagcédo e em baixa concentracéo, indicando que a radiacédo
gama promoveu mudancas na forma de ligacdo da toxina ao tecido renal,
facilitando sua eliminagédo e diminuindo, portanto, as chances de lesdo. Esses
resultados reforcam as evidéncias de que o0 uso de veneno irradiado no processo
de imunizagdo garante uma melhor qualidade de vida e bem estar aos animais
soroprodutores.

Palavras-chave: Crotoxina, Raios Gama, Glomerulonefrite, Necrose Tubular
Aguda.



ABSTRACT

Comparative nephrotoxicity of native or Co-60gamma rays irradiated
crotoxin in mice

ANDRE MOREIRA ROCHA

Snake venoms are complex mixtures of proteins and peptides with a wide
spectrum of physiological targets such as the blood coagulation and
cardiovascular systems and the motor end plate among others. Acute renal failure
iIs a common complication in accidents with the South American rattlesnake. The
toxin involved in this pathology is crotoxin, a major component of the venom in
terms of concentration and toxicity. Snake venoms, when irradiated with 60Co
gamma rays present a significant decrease in toxicity while the immunogenic
properties of its components are preserved. The use of irradiated rattlesnake
venom is an attractive alternative for antisera production since it might reduce the
appearance of renal lesions improving the welfare and lifespan of animals
employed for antivenom production. In the present work, we have isolated crotoxin
from crude venom of C. d. terrificus and irradiates part of it with 2 kGy of gamma
rays from ®°Co and compared the effects of native (CTXN) and irradiated (CTXI)
crotoxin on the mice renal function. We conducted nephrectomy of animals and
preparation of histological sections with hematoxylin-eosin (HE) and
immunohistochemistry with polyclonal rabbit anticrotoxin for analysis in optical
microscopy. Histopatological changes found in the samples were
glomerulonephritis (GN), capillary congestion (CC) acute kidney tubular necrosis
(NTA). Immunohistochemistry indicates that the concentration of bound antibody
labelled antigen decreases in a time dependent manner. The GN ante NTA were
significantly less frequent in kidneys of animals inoculated with irradiated toxin.
The capillary congestion was evidenced in all animals treated with irradiated or
native crotoxin. Concluding, ionizing radiation appears to mitigate the nephrotoxic
effects of crotoxin and may represent an alternative for antivenin production,
improving welfare for seroproductor animal.

Keywords: Biological toxins, Crotoxin, Gamma rays, Glomerulonephritis, Acute
Tubular Necrosis)
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1. INTRODUCAO

Acidentes ofidicos acometem cerca de cinco milhfes de pessoas no
mundo, deixando 2,7 milhdes seriamente feridos e levando 125 mil a 6bito a cada
ano (PAULA, 2010).

Sao listadas, no Brasil, 365 espécies de serpentes, congregadas em 75
géneros e 10 familias, e destas espécies aproximadamente 16% (59) sao
capazes de inocular venenos que levam o acidentado a intervencdo médica,

sendo caracterizadas como de importancia médica (LIRA-DA-SILVA et al., 2009).

Anualmente, a propor¢cdo dos casos de acidentes ofidicos e as taxas de
letalidade apontam que 90% s&o promovidos por serpentes do género Bothrops
(letalidade de 0,3%), seguido do Crotalus (7,7% com 1,9% de letalidade),
Lachesis (1,4% com 0,9 % de letalidade) e Micrurus (0,4% com 0,5% de
letalidade) (COELHO et al., 2013).

A ocorréncia deste tipo de acidente tem carater multifatorial, estando
relacionada, principalmente, aos fatores climaticos, épocas chuvosas e quentes
do ano e ao aumento da atividade humana em &areas agricolas, na zona rural.
Prevalecem acidentes com trabalhadores rurais do sexo masculino, com idade
entre 15 e 49 anos e os membros inferiores sdo os mais atingidos (MARTINS et
al., 2012).

Os venenos das serpentes compreendem complexos protéicos com
extensas atividades biolégicas. Estas moléculas abrangem até 95% do peso seco
do veneno representadas por enzimas, toxinas nao enzimaticas e proteinas
atoxicas. Complicagdes fisiologicas, hematolégicas e neurotransmissoras no ser
humano, sdo induzidas pelas peconhas das serpentes (CUNHA; MARTINS,
2012).

Convulxina, Delta-toxina, Giroxina, Crotoxina e Crotamina séo as principais

toxinas do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus - a cascavel brasileira.
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A crotoxina representa de 40 a 60% do peso seco e é constituida por duas
subunidades chamadas crotapotina e fosfolipase A, e € a responsavel pela
maioria das acdes fisiopatoldgicas do veneno da cascavel (LOURENCO JUNIOR,
2011).

Dentre as complicaces fisiopatoldgicas a Insuficiéncia Renal Aguda (IRA)
€ bem comum nos acidentes crotalicos. O veneno deste género de serpente &
eliminado predominantemente por via urinaria, e a concentracdo do mesmo no
parénquima renal se apresenta até 50% maior do que no plasma (SANTOS;
FARANI; ROCHA, 2009). A fracao téxica responsavel pela IRA é a fosfolipase A,
que promove a liberacdo de corticosterdides e respostas de fase aguda ao
estimulo como histamina, cininas, eicosandides, fator de ativacdo plaquetaria,
catecolaminas e endotelina que se envolvem como mediadores que iniciam o

desenvolvimento das complicacdes teciduais (NOROES, 20009).

A principal forma de tratamento do acidentado com serpentes € o0 uso de
soros antiofidicos, um produto farmacéutico na forma de solugdo contendo
anticorpos especificos, purificados a partr do plasma de equideos
hiperimunizados. Este soro € importantissimo para a populagéo, principalmente

aguela que vive na zona rural (SILVA, 2008).

A producéo de soro antiofidico é dependente da imunogenicidade de cada
peconha, ou seja, a estrutura molecular da substancia inoculada ira induzir uma
resposta no animal soro produtor devido ao reconhecimento do composto
injetado, pelo sistema imunoldogico do equideo (CLISSA; NASCIMENTO;
ROGERO,1999).

Na tentativa de diminuir os efeitos téxicos dos venenos para 0s animais
soroprodutores, a radiacdo gama tem se mostrado uma excelente ferramenta que
associa a diminuicdo da toxicidade com manutencdo ou até mesmo a melhoria
das propriedades imunolégicas, sem adicionar quaisquer substancias ao veneno
(NASCIMENTO et al., 1996; CLISSA; NASCIMENTO; ROGERO,1999).
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O ofidismo no Brasil ainda gera muitas morbidades e mortalidades de
trabalhadores de zona rural, demandando a producao de grandes quantidades de
soros antiofidicos, constituidos por anticorpos extraidos por purificacdo do plasma
sanguineo de cavalos submetidos a pequenas doses diarias do veneno das
serpentes. Estes animais, utilizados para a producao de soros tém seu tempo de
vida reduzido devido a severidade dos efeitos durante o processo de imunizacao,
resultando, na maioria dos casos, em morte do animal por faléncia renal, sendo
esta também a causa mais comum de morte nos acidentes ofidicos.

No trabalho de Nascimento e colaboradores (1996), é relatado que a
crotoxina, principal toxina do veneno da cascavel, quando irradiada com raios
gama de °°Co, tem a sua toxicidade diminuida sem perda das propriedades
imunolégicas. Especificamente, nos ensaios de biodistribui¢éo, verificou-se que a
crotoxina nativa se acumula nos rins na primeira hora pos-inje¢cdo da toxina
nativa, enquanto que a distribuicdo da crotoxina irradiada demonstra que ela é

apenas filtrada pelo rim, sem se fixar ao 6rgao.

Estes dados sugerem que a utilizacdo de veneno irradiado, em substituicéo
ao nativo, pode reduzir a taxa de lesdes renais que levam a Insuficiéncia Renal
Aguda (IRA). Isso é particularmente importante, pois a utilizacdo de veneno
irradiado promoveria aumento da sobrevida e do bem-estar nos animais
soroprodutores. Corroborando a legislacdo atual (CONCEA Lei n° 11.794, de
2008)

A avaliacdo dos tecidos renais de camundongos envenenados
experimentalmente com veneno irradiado podera demonstrar se ha diminuicdo de
leséo renal quando se administra crotoxina irradiada e fortalecer o seu uso na
producdo de soro, pois além de aumentar a sobrevida ainda melhoraria 0 bem

estar dos animais soroprodutores.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico do Ofidismo

No Brasil, acidentes ofidicos j& sao relatados desde o periodo colonial na
célebre carta datada de 31 de maio de 1560, escrita em S&o Vicente pelo jesuita
espanhol José de Anchieta e dirigida a seu superior Padre Diego Laynes em
Roma, onde estédo descritos 0s acidentes causados por serpentes venenosas de
diversos géneros no Brasil, como a jararaca, a cascavel e a coral (BOCHNER,
2003).

A primeira abordagem técnico-cientifica dos acidentes com ofidios no Brasil
foi com os trabalhos de Vital Brazil Mineiro da Campanha em 1901. Ao provar a
necessidade de se produzir antivenenos especificos a partir de venenos das
serpentes regionais, Vital Brazil deu inicio a um programa de vigilancia por meio
da emissdo do Boletim para observacdes de acidentes ofidicos (FRANCA et al.,
2009).

Esse boletim foi o primeiro de muitos outros modelos de ficha para a
notificacdo desses tipos de acidentes. Até hoje, a maioria das avaliacfes
epidemioldgicas se baseia nas mesmas variaveis ja apontadas por Vital Brazil,
como: sexo e idade da vitima, més de ocorréncia do acidente, local da picada,
género da serpente, tempo decorrido entre o acidente e o atendimento e evolucao
(BOCHNER & STRUCHINER , 2003).

2.2 Epidemiologia do Acidente Ofidico

Acidentes por ofidios no mundo acometem quase cinco milhdes de
pessoas, deixando 2,7 milhdes seriamente feridas e levando 125 mil a 6bito a
cada ano (PAULA, 2010).

No Brasil, ocorrem aproximadamente 30 mil acidentes ofidicos por ano,
com menos de 200 casos de envenenamento fatais, apresentando uma taxa de
letalidade de 0,44% (BERNARDE, 2011).



16

A distribuicdo dos acidentes ofidicos ndo se encontra geograficamente
localizada, havendo registro de casos em todos os Estados brasileiros. Em 2008,
o coeficiente médio de acidentes no pais foi de 13,8 acidentes/100 mil habitantes,
onde a Regido Norte apresentou a maior ocorréncia (52 acidentes/100 mil hab.),
enquanto na regido Nordeste foi identificada a terceira maior ocorréncia (13
acidentes/100 mil hab.) e no Sudeste, a menor do pais (8 acidentes/100 mil hab.).
Dos paises da América do Sul, o Brasil € o que apresenta 0 maior numero de
casos por ano (SARAIVA et al., 2012).

Em comparacédo a regido Norte (52 casos/100 mil hab.) e & média do pais
(13,8 casos/100 mil hab.), o estado do Tocantins apresentou a maior ocorréncia
de acidentes com ofidios (75 casos/100 mil hab.) em 2004. O nimero de Obitos
registrados foi um pouco acima da média nacional, seis 6bitos (letalidade de
0,68%). J& em 2007, no estado do Tocantins foi registrada a segunda maior
incidéncia de acidentes ofidicos (54 casos/100 mil hab.) no pais e letalidade de
0,7%, quase o dobro da média nacional (0,4%) (PAULA, 2010).

Anualmente, a proporcdo dos casos e as respectivas taxas de letalidade
apontam que 90% sdo acidentes botropicos (letalidade de 0,31%), seguido de
crotalicos 7,7% (1,87% de letalidade), laquéticos 1,4% (0,95% de letalidade) e
elapidicos 0,4% (0,52% de letalidade) (COELHO et al., 2013).

Apesar da baixa letalidade do género botrépico em relacdo aos géneros
crotalicos e laquéticos, a frequéncia de sequelas relacionadas as complicacbes
locais sdo mais altas no género botrépico (10%), associada a fatores de risco
como o uso de torniquete nas picadas em dedos de maos e pés e retardo na
soroterapia (PAULA, 2010).

A ocorréncia desse tipo de acidente tem carater multifatorial, estando
relacionado principalmente a fatores climaticos, em épocas chuvosas e quentes
do ano, e ao aumento da atividade humana em areas agricolas, nas zonas rurais.
Prevalecem acidentes com trabalhadores rurais do sexo masculino, com idade
entre 15 e 49 anos, e os membros inferiores sédo os mais atingidos (MARTINS et
al., 2012).
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2.3 Caracteristicas da Serpente Crotalus e Manifesta¢gdes Clinicas do
Acidente

O aparelho venenifero das serpentes consiste em glandulas exocrinas
(FIG. 1 — gv e FIG. 2) modificadas que produzem substancias toxicas, o veneno.
Na literatura séo caracterizados quatro estagios evolutivos do aparelho venenifero
das serpentes, que representam a complexidade das adaptacdes morfologicas
envolvendo as glandulas especializadas e denticdo, entre estas a denticdo
solendglifa (FIG. 1 — D) apresenta um Unico dente funcional em cada maxila que é
extremamente grande, agudo e oco, e permanece paralelo ao cranio quando em
repouso, mas gira 90° em angulo protudente, no momento do ataque, para injetar
0 veneno. Exemplos: Bothrops atrox, Bothriopsis bilineata, Lachesis muta e
Crotalus durissus (MELGAREJO-GIMENEZ, 2002; BERNARDE et al., 2012).

Figura 1: Tipos de denticdes e seu provavel processo de
especializacdo peconhenta de serpentes (A) denticdo A&glifa;(B)
opistoglifa; (C) proterdglifa; (D) solendglifa. gsl — glandula supralabial,
gD — glandula de Duvernoy, gv — glandula venenosa. Fonte adaptada:
MELGAREJO-GIMENEZ, 2002.
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Figura 2 — Corte histolégico do aparelho da glandula de veneno da serpente Crotalus oreganus oreganus. O
veneno é produzido pelo epitélio secretor e armazenado dentro dos tibulos da glandula principal e de seu
Iimem, além do ducto primario (Hematoxilina-Eosina). Fonte adaptada: MACKESSY& BAXTER, 2006.

Outra caracteristica das serpentes peconhentas de interesse médico no
Brasil € a presenca de fosseta loreal (FIG. 3), um érgdo termo receptor localizado
entre 0 olho e a narina que auxilia na captura da presa, este 0rgao esta presente
nas serpentes venenosas do Brasil: géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis, com
excecdo das serpentes do género Micrurus que embora venenosas, nao
apresentam fosseta loreal (HINRICHSEN, 2009).

, -,
Figura 3: Cabeca da Crotalus durissus, destaque (ponta
da seta) fosseta loreal. Fonte adaptada: ROCHA, 2015.

As serpentes do género crotalico distribuem-se geograficamente desde os
cerrados do Brasil central, regibes aridas e semiaridas do Nordeste e areas
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abertas do Sul, Sudeste e Norte. No Brasil, a Unica espécie representante é a
Crotalus durissus (BRASIL, 2009). Esta é dividida em cinco subespécies
distribuidas nas zonas altas e secas da regido sul oriental e meridional (C.
durissus terrificus), regides secas da regido centro-oeste, Minas Gerais e norte de
Sédo Paulo (C. durissus collineatus), areas da caatinga do nordeste (C. durissus
cascavella), regido norte do pais (C. durissus ruruima) e na llha de Marajo (C.
durissus marajoensis) (PINHO; PEREIRA, 2001).

As cascavéis possuem habitos noturnos e pouca hostilidade. Sua principal
caracteristica anatdmica € a presenca de guizo ou chocalho na por¢éo final de
sua cauda, que facilita sua identificacao (FIG. 4), além de caracteristicas comuns
as serpentes peconhentas como cabeca triangular, olhos pequenos e
arredondados com pupila em fenda e de denticdo inoculadora do tipo solendglifa
(CUNHA; MARTINS, 2012).

gura 4— Crotalus durissus, porcéo terminal da cauda com guizo (ponta da seta).
Fonte adaptada: MARTINS, 2015.

O veneno deste género de serpentes possui atividade neurotéxica
causando alteracdo neurologica. Geralmente, de maneira precoce, evidenciam-se
face miasténica com ptose palpebral e confusdo mental (AZEVEDO-MARQUES;
CUPO; HERING, 2003).

A principal fragdo neurotoxica é a crotoxina, uma neurotoxina de acao pre-
sinptica que atua nas terminac¢des nervosas inibindo a liberacdo de acetilcolina

tanto no sistema nervoso central quanto periférico. A inibicdo do neurotransmissor
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causa 0 bloqueio neuromuscular do qual decorrem as paralisias motoras

apresentadas pelos pacientes (FOCACCIA et al., 2009).

Dentre as atividades sistémicas do veneno, citamos a miotoxicidade, que é
caracterizada por lesfes do tipo rabdomidlise ocorrendo liberacdo de mioglobina
para o sangue e urina (mioglobinuria) (FOCACCIA et al., 2009).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) € uma complicacdo grave e
potencialmente recuperavel dos envenenamentos botropico e crotalico. Pode
decorrer de alteragfes estruturais do tipo glomerulunefrite aguda, necrose tubular
aguda e necrose cortical (AMARAL et al., 1986).

Nestes pacientes, o sangue periférico pode se apresentar incoagulavel pelo
consumo do fibrinogénio, cujos valores séricos baixos, ao lado das altera¢des do
tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada, confirmam a
existéncia da atividade anticoagulante (AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HERING,
2003).

2.4 Soroterapia

Soroterapia antiveneno consiste na utilizacdo de soro hiperimune
heterdlogo concentrado em imunoglobulinas que neutralizem venenos inoculados
durante acidentes por animal peconhento. E capaz de reverter, com bastante
eficacia, os efeitos sistémicos do veneno no organismo da vitima, conseguindo
evitar por muitas vezes o 6bito (BERNARDE, 2011).

A producédo do soro hiperimune inicia-se com a inoculagdo em cavalos de
antigenos especificos preparados com o0s venenos de serpentes. Os animais
passam por acompanhamento médico-veterinario para garantir o seu bem estar e
a maxima qualidade dos soros antiofidicos produzidos. O plasma obtido pelas
sangrias dos cavalos € submetido a uma sequéncia de processos fisicos e
quimicos para a purificagdo das imunoglobulinas (INSTITUTO BUTANTAN,
2015a).
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No Brasil, sdo produzidos soros antiofidicos para neutralizar os venenos
dos principais géneros de serpentes causadoras de acidentes: antielapidico
(Micrurus sp.; Leptomicrurus sp.), antilaquético (Lachesis sp.), anticrotalico
(Crotalus sp.), antibotropico (Bothrops sp.), antibotropico-laquético (Bothrops sp. e
Lachesis sp.) e o antibotropico-crotalico (Bothrops sp. e Crotalus sp.) (INSTITUTO
BUTANTAN, 2015).

A soroterapia antiveneno consiste na utilizacdo de soro concentrado de
imunoglobulinas para neutralizar venenos inoculados apés acidente por animal
peconhento, capaz de reverter com bastante eficacia os efeitos sistémicos do
veneno no organismo da vitima, conseguindo evitar por muitas vezes o 6bito
(BERNARDE, 2011).

A soroterapia apresenta algumas desvantagens, como: uma série de
efeitos colaterais (incluindo reacdo anafilatica e hipersensibilidade as proteinas
heter6logas do soro), ineficiéncia no combate aos efeitos locais do veneno
(aumentando as chances de deixar sequelas no membro atingido e a evolucao
para complicagdes raras), e a necessidade de cuidados com a estocagem do soro
liquido (n&o liofilizado) e com o prazo de validade (CARDOSO et al., 2009).

Produzir soro antiveneno para um género depende da mistura de peconhas
de vérios individuos da mesma espécie, e ainda da mistura de peconhas de
espécies diferentes. O soro anticrotalico (SAC) é constituido por varios individuos
da espécie Crotalus durissus terrificus (LOURENCO JUNIOR, 2011; SILVA,
2008).

A producéo de soro antiofidico € dependente da imunogenicidade de cada
peconha, ou seja, a estrutura molecular da substancia inoculada deve induzir uma
resposta imunolégica no animal hospedeiro se o seu sistema reconhecer o
composto injetado (CLISSA; NASCIMENTO; ROGERO,1999).

As etapas para producdo do soro antiveneno se dividem desde a aquisicao
do veneno das serpentes, até o processo farmacéutico para constituicdo da

especialidade farmacéutica. Sucintamente estas etapas sao: extracao do veneno,
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liofilizacdo, mistura dos venenos de diferentes individuos da espécie Crotalus
durissus terrificus, diluicdo e hiperimunizacédo de cavalos, realizacdo de sangria a
fim de obter uma amostra de sangue, afericdo do teor de imunoglobulinas
produzidas em resposta as administracdes. Ao alcancar a quantidade ideal de
anticorpos, é retirado de um equino de 500 kg aproximadamente 15 litros de
sangue divididos em etapas com intervalos de 48h. Realiza-se entdo a
plasmaferese permitindo a devolucdo das hemacias do animal, a purificacdo e
concentracdo do plasma, purificacdo e concentracdo por ultrafiltracdo molecular,
submisséo a filtrag&o clarificante e esterilizante, estocagem entre 2 e 8 °C para
realizacdo de testes de controle de qualidade, diluicdo para alcancar o titulo
desejado, adicdo de conservante fenol e adicdo de NaCl para isotonizacao

(LUCAS, 2009).

O tratamento ao paciente ofendido pela serpente Crotalus durissus
terrificus consiste no uso precoce do soro anticrotdlico por via endovenosa. A
dose é baseada na classificacdo de gravidade do quadro clinico inicial da vitima.

Pode-se usar o soro antibotrépico-crotélico na auséncia do soro especifico:

e Leve: facies miasténicalvisdo turva ausente ou tardia; mialgia

ausente ou tardia; urina vermelha ou marrom ausente (5 ampolas);

e Moderado: facies miasténica/visao turva discreta ou evidente;
mialgia discreta; urina vermelha ou marrom ausente ou pouco

evidente (10 ampolas);

e Grave: facies miasténica/visao turva evidente; mialgia intensa; urina
vermelha ou marrom presente (20 ampolas). (FOCACCIA et al.,
2009; BRASIL,2009).
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2.5 Atenuacao da Toxicidade de Venenos Animais

Na tentativa de diminuir os efeitos toxicos de venenos ja foram utilizados
muitos procedimentos quimicos e fisicos, como o uso de agentes quelantes,
formalina, glutaraldeido, iodo, tanino, formaldeido, carboximetil, celulose, calor,
fotooxidacdo na presenca de azul de metileno, radiacdo X e ultravioleta.
Entretanto a maior parte destes meétodos ndo foi eficaz em manter a

imunogenicidade dos compostos dos venenos (NASCIMENTO et al., 1996).

Uma diversidade de pesquisas tem sido realizada com toxinas de animais,
no sentido de se obter um produto com atividade menos toxica e que mantenha
suas propriedades farmacolégicas e imunogénicas originais. Dentre os métodos
de atenuacéo citados anteriormente, a radiagcdo gama produzida por Cobalto-60
(°*°Co) vem demonstrando excelentes resultados na atenuacdo da toxicidade dos
venenos de serpentes, sem alterar as suas propriedades bioldgicas, e sem formar
uma substancia nova, o que é extremamente Util para a reducdo da toxicidade
destes venenos (CARDI; NASCIMENTO; ANDRADE JUNIOR, 1998; FERREIRA
JUNIOR et al., 2006).

A radiacdo gama é uma radiacdo eletromagnética caracterizada por
altissima energia associada a auséncia de massa. Possui elevado poder de
penetracdo e assim promove ionizacbes e excitagcbes nos meios onde se
propaga. Atravessa qualquer tipo de matéria e remove elétrons da camada
eletrdnica periférica dos atomos, que resulta na formagéo de cations e anions. A
radiacdo gama pode ainda excitar os elétrons das camadas externas atbmicas, e
estes absorvem energia suficiente para atingir seu estado energético mais alto,
emitindo energia sob a forma de luz visivel ou ultravioleta (ROGERO;

NASCIMENTO, 1995).

Na agua, principal componente dos materiais biolégicos, a radiagéo
ionizante promove a sua radidlise, gerando um radical hidroxila (OH")
(CHAPMAN, 1973), que junto com o anion superdxido (O,) e peréxido de
hidrogénio (H,O,) sdo capazes de produzir danos as moléculas (GREENSTOCK,
1981).
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Proteinas em seu estado seco ou em solucdo, quando irradiadas por este
tipo de radiacdo eletromagnética, passam por alteracbes quimicas, fisico-
quimicas e estruturais significativas. Assim, com essas mudancas, ocorrem
diminuicéo e inativacdo de algumas atividades biologicas das proteinas, como as
atividades toxicas, enzimaticas e/ou imunoldgicas (CLISSA; NASCIMENTO;
ROGERO, 1999).

Sendo assim, as mudanc¢as no material biolégico, podem ocorrer por efeito
direto da radiacdo, onde a ionizagcdo é produzida na prépria molécula. Ou pode
ocorrer efeito indireto, em que as alteracbes nas moléculas do material sao
induzidas pelos produtos formados a partir da radidlise da agua, quando este
material é irradiado em solucéo.

A partir destas informacdes, entendemos que seria importante aprofundar
um pouco mais o0s estudos sobre destoxicagdo de venenos, focando
principalmente na acdo das toxinas sobre 0s rins, 6rgaos sempre muito afetados

por ocasiao dos acidentes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Comparar a nefrotoxicidade da crotoxina nativa com a submetida aos

efeitos dos raios gama de ®°Co.

3.2 Especificos

e Pesquisar a presenca da crotoxina nativa ou irradiada no tecido renal;

e I|dentificar se a irradiacdo da toxina modifica o padrao de lesao renal.
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4. METODOLOGIA

O veneno de C. d. terrificus utilizado para os experimentos realizados neste
trabalho foi gentilmente cedido pelo Centro de Estudo de Venenos e Animais
Peconhentos — CEVAP, situado na cidade de Botucatu.

Os animais utilizados na pesquisa eram do Biotério do IPEN.

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-IPEN/SP) - protocolo n® 129/13.

4.1 |solamento das Toxinas

4.1.1 Cromatografia de exclusdo molecular

A crotoxina foi inicialmente isolada, a partir do veneno total de C. d.
terrificus, por meio de exclusdo molecular em coluna de gel filtracdo Superdex G-
75 (1,6 x 70 cm). Em cada cromatografia, cerca de 80 mg do veneno total
liofilizado foram dissolvidas em 1,0 mL de tampao formiato de aménio 100 mM,
pH 3,0. A seguir, a solucao foi centrifugada a 14000 g por 5 minutos em uma
microcentrifuga. O sobrenadante foi aplicado a coluna de gel filtracdo, ja
ambientada em mesmo tampéo, com fluxo de 0,5 mL/min. As fragbes foram
coletadas (1,0 mL por tubo) com o auxilio de um coletor automatico do proprio
sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). Toda a eluicdo foi
acompanhada pela leitura da absorvancia a 280 nm em um espectrofotdbmetro. As
fracOes de interesse foram separadas em recipiente adequado e posteriormente

liofilizadas.

4.1.2 Cromatografia por troca ibnica

A fracdo correspondente a crotoxina obtida na primeira etapa de
purificacdo, apos liofilizacdo, foi solubilizada em 3,0 mL de tampé&o Tris/HCI, 50
mM, pH 8,2 (tampéao A) e aplicada em uma coluna de troca anidnica do tipo Mono
Q, previamente estabilizada em mesmo tampdo, conectada a um sistema de

HPLC (High Performance Liquid Chromatography). A crotoxina adsorvida a coluna
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foi eluida pela passagem de um gradiente linear de NaCl, de 0 al M, em tampé&o
idéntico ao A, exceto pela adicdo do sal. A absorvancia foi verificada
automaticamente em 280 nm. As fracdes correspondentes a crotoxina foram
coletadas e dialisadas contra agua em membrana apropriada (limite maximo de
12 000 Da — SIGMA-ALDRICH®) e de forma exaustiva. Em seguida a crotoxina foi

liofilizada e mantida em freezer — 20 °C.

4.2 Irradiacdo da Toxina

A crotoxina, isolada do veneno de C. d. terrificus, foi solubilizada em
solucédo salina 150 mM de forma a obter-se a concentracdo de 2 mg/mL. Em

seguida o volume total foi dividido em aliquotas de 1 mL cada.

Parte da amostra de crotoxina, na concentragdo de 2mg/mL, foi irradiada
com a dose de 2 kGy utilizando raios gama provenientes de uma fonte de ®°Co
Gammacell 220 (Atomic Energy Canada LTDA) com taxa de dose de 1,031 kGy/h,

a temperatura ambiente e na presenca de oxigénio atmosférico.

4.3 Obtencao das Amostras Renais

Camundongos Balb/c fémeas (n = 33) com peso médio 22,7 + 2,2 g,
criados e mantidos no Biotério do IPEN, receberam dose de 100 pL de solucdo
contendo uma DLso de 0,06ug/g de crotoxina irradiada ou nativa (NASCIMENTO
et al., 1996). Os animais foram divididos em dez grupos de trés animais e cada
grupo foi eutanasiado em intervalos de tempo diferentes (30 min., 1 h, 2 h, 4 h,

24h) além do grupo controle que recebeu o mesmo volume de solucéo salina.

O procedimento de eutanasia dos animais ocorreu por administracao
intraperitoneal de superdosagem de ketamina e xilazina. Confirmando-se a morte

dos animais, os mesmos foram submetidos a nefrectomia.

A nefrectomia ocorreu em mesa cirlrgica onde os camundongos foram
posicionados em decubito dorsal e fixados através de fita adesiva, sendo, em

seguida, submetidos a tricotomia abdominal manual com lamina. Realizou-se a
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laparatomia mediana trans-umbilical, com abertura de todos os planos da parede
abdominal e exposicdo da cavidade peritoneal. As alcas intestinais foram

deslocadas medialmente, expondo cada um dos rins sucessivamente.

Utilizando pinga e tesoura, foi realizada a dissecc¢ao cuidadosa de cada rim,
liberando todas as aderéncias e a gordura perirenal, evitando assim a ocorréncia
de lesdes iatrogénicas. A resseccdo de cada rim foi realizada imediatamente e

logo abaixo dos vasos renais, utilizando-se bisturi com lamina.

Em seguida cada par de rins foram cuidadosamente colocados em
superficie de parafina a temperatura ambiente, e cada rim foi seccionado
transversalmente obtendo-se de cada um 3 partes de tamanhos aproximados, e
entdo estas seccdes foram posicionadas em cassetes histolégicos portando
identificagdo do grupo de animais e tempo de inoculacdo, e assim fixados em
solucdo de Formol em tampdo fosfato (PBS) 10% situado em frascos
devidamente identificados, que foram fechados e armazenados para posterior
preparacao histolégica de rotina. O processo foi realizado utilizando
equipamentos de protecao individual (EPI) como: 6culos de protecdo, mascara
cirtrgica cobrindo a boca e nariz, luva de latex, jaleco de manga longa e touca
cobriu todos os cabelos. A eutanasia, a laparatomia e a sec¢éo renal, ocorreu em
local apropriado no Biotério do IPEN em que o ambiente era silencioso e longe de

outros animais. Os animais do grupo controle receberam o mesmo tratamento.

4.4 Preparacao Histologica

As seccOes renais fixadas em formol (PBS) 10% foram emblocados em
parafina utilizando procedimento laboratorial de rotina do Laboratorio de
Pesquisas do ITPAC Porto Nacional, onde os rins passaram por lavagem em
alcool 70° GL para desidratacdo em série alcodlica crescente, diafanizacdo em

série com xilol, seguida de inclusdo em parafina a 60°C em estufa.

Os blocos foram submetidos a microtomia com espessura de corte em 5
pm, seguidos de coloragdo dos cortes em Hematoxilina-Eosina (HE) e fixacao
permanente da laminula utilizando meio Permount® (FISHER SCIENTIFIC).
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Cada lamina histolégica obtida foi identificada de acordo com os grupos de

animais para analise em microscopia de luz.

Posteriormente, os blocos de parafina contendo as seccbes renais dos
camundongos do grupo controle (GC), grupo de camundongos inoculados com
crotoxina nativa (CTXN) e grupo de camundongos inoculados com crotoxina
irradiada (CTXI), foram enviados ao Laboratério de Patologia de Moléstia
Infecciosas da USP, onde foi realizada a preparacdo imunohistoquimica pelo
método de imunoensaio classico, utilizando soro anticrotoxina produzido pelo
Centro de Biotecnologia do IPEN. Foi realizada a microtomia dos blocos de
parafina, e logo apds a pesca dos cortes, empregou-se a desparafinizacédo, que
compreendeu uma sequencia de procedimentos: banho de xilol e acetona, a
hidratacdo em banhos hidro-alcodlicos de diferentes concentracfes, a lavagem
em &gua corrente e em PBS, banho em anticorpo policlonal de coelho

anticrotoxina, a lavagem, e por ultimo a contra coloracdo e montagem da lamina.

4.4.1 Analise histolégica e imunohistoquimica

Foram confeccionados 11 cortes histologicos corados por Hematoxilina-
Eosina (HE) e 11 cortes histolégicos de imunohistoquimica a partir dos rins dos
trés grupos de camundongos: o grupo controle e os que foram inoculados com
crotoxina nativa ou irradiada. Cada corte histolégico produzido continha 18

seccOes transversais dos rins dos animais testados.

As seccdes renais presentes nos cortes histoldégicos foram analisadas em
microscopio optico (BIOVAL, Mod. L1000) na objetiva de 40X. Nas amostras
renais dos cortes corados por HE, efetuou-se uma avaliagcdo qualitativa da regido
cortical dos rins para identificagdo de possiveis alteracdes nas estruturas
glomerulares, tubulares e intersticiais que quando presentes foram compiladas em
instrumento de coleta de dados (APENDICE). Nos cortes de imunohistoquimica
foi analisado o padrdo da marcacdo de cor marrom que €é associada aos

complexos antigeno-anticorpo formados entre a crotoxina e 0 soro anticrotoxina.
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Foram realizadas fotomicrografias dos cortes histologicos utilizando camera
digital (OPTCAM®) acoplada ao sistema.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados qualitativos que compreendiam a existéncia de alteracOes
histopatolégicas em cada seccao renal corada por HE foi compilado em software
adequado a analise estatistica. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo, baseados n presenca de alteracdes histopatoldgicas encontradas em
cada amostra renal dos grupos de camundongos inoculados com crotoxina nativa
(CTXN) ou com crotoxina irradiada (CTXI). Foi realizada comparacéo dos dados
utilizando-se o teste t de Student, e considerados significativos quando a
probabilidade de igualdade (p) era < 0,05. Para analise estatisitica e confeccao de
graficos afim de facilitar a interpretacdo observacional do estudo foi utilizado o

Software Graph Prisma® v.5.01.
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6. RESULTADOS

Os resultados aqui expostos sdo referentes ao fracionamento do veneno
total da C. d. terrificus para obtencdo da proteina de interesse — crotoxina —;ao
estudo comparativo de nefrotoxicidade de camundongos que foram inoculados

com crotoxina nativa ou irradiada e ainda a avaliacdo imunohistoquimica.

6.1 Isolamento da Crotoxina

Na FIG.5 é apresentado o perfil cromatografico da primeira etapa de
fracionamento (exclusdo molecular) do veneno total da C. d. terrificus. O pico 1
representa a fracdo correspondente a convulxina; o pico 2, a fracao
correspodente a delta-toxina, o pico 3 é a fracdo da giroxina, no pico 4 elui a

crotoxina e no pico 5, a crotamina. Este 4° pico é o de interesse neste trabalho.
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Figura 5: Cromatograma do veneno total da C. d. terrificus em coluna de exclusdo
molecular Superdex 75. O tampdo utilizado para a eluicdo dos picos foi o formiato de amdnio, 50

mM, pH 3,0. Os picos indicados correspondem a convulxina (pico 1), delta-toxina (pico 2),
giroxina (pico 3), crotoxina (pico 4) e crotamina (pico 5).

As fragOes referentes a area do pico 4 (FIG.5) provenientes da purificacdo
em exclusdo molecular foram reunidos e liofilizados para repurificacdo da

crotoxina em coluna de troca anidnica.
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Na FIG.6 é apresentada acromatografia da crotoxina, em coluna de troca
anidbnica — Mono Q. Para a eluicdo da fracdo de interesse foi utilizado um
gradiente linear de NaClde 0 a 1 M.
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Figura 6: Cromatografia da crotoxina em coluna de troca aniénica (Mono Q — 5 mL). O gradiente
linear de NacCl, representado pela linha verde, variou de 0 a 1 M.

As fracdes referentes ao pico da crotoxina (FIG.6) da cromatografia de
troca anibnica, foram reunidas e liofilizadas, sendo esta denominada de crotoxina

nativa.

6.2 Histologia Renal Comparativa

6.2.1 Andlise das alteracdes histopatoldgicas

Foram analisadas 198 amostras das quais, 18 corresponderam as seccdes
dos rins dos camundongos do grupo controle, 90 seccdes renais dos

camundongos que receberam crotoxina nativa (CTXN) e 90 secc¢des renais dos

camundongos que receberam crotoxina irradiada (CTXI).
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Em todas as amostras foram investigadas alteracdes histopatologicas
compativeis com aquelas descritas na literatura relacionadas aos casos de
nefrotoxicidade promovidas por acidentes com serpentes do género Crotalus.

N&o foi encontrada qualquer alteracdo histopatolégica nas amostras do
grupo controle (FIG.7).

Como pode ser observado na FIG.7, a amostra do cortex renal do
camundongo controle encontra-se sem alteracfes estruturais importantes para a
producédo de ultra-filtrado, ou seja, o glomérulo renal, tabulo contorcido proximal e
tubulo contorcido distal — se apresentam com caracteristicas histolégicas comuns
na analise a microscopia 6ptica: glomérulo renal com alcas capilares e nucleos de
células mesangiais normais, presenca de espaco de Bowman, tubulos encontram-
se com os epitélios integros, e no caso do tubulo contorcido proximal, a borda em

escova encontra-se evidente a analise luminal.

Figura 7 — Cortex renal de camundongo do grupo controle (HE —
400X). G — Glomérulo Renal; TP — Tubulo Contorcido Proximal, TD —
Tubulo Contorcido Distal; Seta - Espago de Bowman; * - Célula Mesangial.
Notar que os aspectos morfolégicos das estruturas renais encontram-se
normais.

Nas amostras dos grupos CTXI e CTXN analisadas foram registradas a
ocorréncia de glomerulonefrite (FIG.8, FIG.9), congestdo capilar (FIG.10, FIG.11)
e necrose tubular aguda (FIG.12, FIG,13).
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Figura 8 — Cortex renal dos grupos de camundongos que receberam crotoxina nativa (CTXN) ou
irradiada (CTXI), que foram eutanasiados em intervalos de 30 min. e 1 h ap6s inoculacdo (HE — 400X). G —
Glomérulo Renal; * - Células mesangiais. Notar a presenca de glomerulonefrite.

Na FIG.8 observa-se micrografia do cortex renal de animais do grupo
inoculado com crotoxina nativa (CTXN) ou com crotoxina irradiada (CTXI)

eutanasiados aos 30 min. e 1 h apés a inoculacdo do veneno, respectivamente.
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CTXN 2Z2h CTXI1 2h

CTXI 24h

Figura 9- Cértex renal dos grupos de camundongos que receberam inoculagdo de crotoxina nativa
(CTXN) ou irradiada (CTXI), que foram eutanasiados em intervalos de 2 h, 4 h e 24 h ap6s inoculagdo (HE —
400X). G — Glomérulo Renal. Notar a presenca de glomerulonefrite.

Na FIG.9 nota-se a micrografia do cortex renal de animais do grupo
inoculado com crotoxina nativa (CTXN) ou com crotoxina irradiada (CTXI)
eutanasiados as 2 h, 4 h e 24 h apoés inoculagdo do veneno, respectivamente. Os

glomerulos renais (G) destas amostras apresentam glomerulonefrite (GN), pois
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encontram-se maiores e apresentam maior concentracdo celular quando
comparadosao grupo controle. Observa-se ainda que o0 espaco de Bowman
encontra-se comprimido pelo maior volume dos tufos capilares glomerulares e
pela hipercelularidade principalmente as custas das células mesangiais (*) e
espessamento da parede dos capilares glomerulares.

CTXN 30

CTXi1h

Figura 10— Cortex renal dos grupos de camundongos que receberam crotoxina nativa
(CTXN) ou irradiada (CTXI), que foram eutanasiados em intervalos de 30 min. e 1 h apés
inoculacdo (HE — 400X). CS — Capilar Sanguineo. Notar a presenca de congestao capilar.
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Figura 11- Cértex renal dos grupos de camundongos que receberam crotoxina nativa (CTXN) ou
irradiada (CTXI), que foram eutanasiados em intervalos de 2 h e 4 h e 24 h ap6s inoculagdo (HE — 400X). CS
— Capilar Sanguineo. Notar a presenc¢a de congestao capilar.
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Visualiza-se nas FIG.10 e FIG.11 capilares sanguineos dilatados com
presenca de grande quantidade de hemacias nas micrografias do cortex renal das
amostras dos animais inoculados com crotoxina nativa ou irradiada. Esta
dilatacdo capilar em que os mesmos apresentam grande quantidade de hemacias
indicam um aumento local do volume de sangue, evento caracteristico de
hiperemia devido a congestéo do leito capilar (CC) que esta intimamente ligado

ao desenvolvimento de edema.

CTXN 30' CTX1 30°

Figura 12— Cértex renal dos grupos de camundongos que receberam crotoxina nativa (CTXN) ou
irradiada (CTXI), que foram eutanasiados em intervalos de 30 min. e 1 h apés inoculagdo (HE — 400X). TD -
Tubulo Contorcido Distal; TP — Tubulo Contorcido Proximal. Notar a presenca de necrose tubular aguda nos
tabulos contorcidos proximais.
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Figura 13— Cértex renal dos grupos de camundongos que receberam crotoxina nativa (CTXN) ou
irradiada (CTXI), que foram eutanasiados em intervalos de 2 h, 4 h e 24 h ap6s inoculagéo (HE — 400X). TD -
Tubulo Contorcido Distal; TP — Tubulo Contorcido Proximal; G — Glomérulo Renal; CS — Capilar Sanguineo.
Notar a presenca de necrose tubular aguda nos tubulos contorcidos proximais.

Observa-se nas FIG.12 e FIG.13 micrografias dos cértex das amostras dos
grupos de animais que foram inoculados com crotoxina nativa ou irradiada e
eutanasiados 30 min., 1 h, 2 h, 4 h, e 24 h apés a inoculacdo, nestas séo

identificaveis lesdes epiteliais nos tubulos contorcidos proximais caracteristicas de
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necrose tubular aguda (NTA) como necrose de células tubulares, que descamam

para a luz (*) e presenca de ndcleos celulares picnaéticos (seta).

A andlise quantitativa dos cortes histolégicos dos diferentes grupos:
controle - 18 amostras renais de 3 animais, crotoxina nativa (CTXN) - 18 amostras
renais de 3 animais por cada intervalo de tempo de: 30 min., 1 h, 2 h, 4 h, 24 he
crotoxina irradiada (CTXI) - 18 amostras renais de 3 animais por cada intervalo de
tempo de: 30 min., 1 h, 2 h, 4 h, 24 h, foi feita pela comparacdo dos dados
dicotomizados. A auséncia ou presenca das alteracBes histoldgicas foram
descritas em média = desvio padréo (FIG.14) a partir da andlise qualitativa das
amostras histologicas dos rins tanto dos grupos de animais que receberam
crotoxina nativa quanto dos que receberam a crotoxina irradiada. As amostras do

grupo controle ndo revelaram alteracdes histopatoldgicas nos rins destes animais.

Foram também comparados os dados em relacdo a frequéncia de
alteracdes histopatolégicas por cada intervalo de tempo (FIG.13) nos diferentes
grupos CTXN e CTXI.

As alterac@es histopatoldgicas reveladas e avaliadas quantitativamente sao

a glomerulonefrite (GN), congestéo capilar (CC) e a necrose tubular aguda (NTA).
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Alteracdes histopatolégicas nos grupos de animais

Figura 14-Andlise de média + desvio padrdo da existéncia de altera¢Bes histopatologicas nas
amostras renais dos grupos CTXN e CTXI. Teste t Student para cada alteracé@o histopatoldgica em relagao
aos grupos CTXN e CTXI:
CTXN GN — analise estatistica das amostras com crotoxina nativa que revelaram glomerulonefrite;
CTXI GN - analise estatistica das amostras com crotoxina irradiada que revelaram glomerulonefrite;
CTXN CC - analise estatistica das amostras com crotoxina nativa que revelaram congestao capilar;
CTXI CC — analise estatistica das amostras com crotoxina irradiada que revelaram congestéo capilar;
CTXN NTA — analise estatistica das amostras com crotoxina nativa que revelaram necrose tubular aguda;
CTXI NTA — analise estatistica das amostras com crotoxina irradiada que revelaram necrose tubular aguda.

Conforme verificado na FIG.14, no grupo CTXN a alteracéo histopatologica
predominante foi a necrose tubular aguda (13,8 + 3,0), seguida de congestao

capilar (9,8 £ 1,5) e glomerulonefrite (5,8 £ 1,1).

O grupo CTXI apresentou predominio de congestdo capilar (10,2 = 2,4)

seguido de necrose tubular aguda (8,2 + 2,7) e glomerulonefrite (4,2 =+ 0,8).

Quando se avalia comparativamente cada alteracdo histopatoldgica
(glomerulonefrite - GN, congestao capilar - CC e necrose tubular aguda - NTA)

entre os grupos CTXN e CTXI, pode-se verificar que:
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A GN teve maior ocorréncia no grupo CTXN (5,8 £ 1,1) quando comparada
ao grupo CTXI (4,2 + 0,8). Essa diferenca € estatisticamente significante segundo
o teste t Student de amostras independentes (p = 0,0318 < 0,05).

A NTA foi dominante no grupo CTXN (13,8 + 3,0) em relacdo ao grupo
CTXI (8,2 + 2,7). Essa diferenca é estatisticamente significante segundo o teste t

Student de amostras independentes (p = 0,0148 < 0,05).

A CC foi semelhante no grupo CTXI (10,2 = 2,4) quando comparada ao
grupo CTXN (9,8 £ 1,5). Nao houve diferenca estatistica significante segundo o
teste t Student de amostras independentes (p = 0,7585 > 0,05).
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Figura 15— Resultados da analise morfoldgica realizada nas amostras renais dos grupos de
animais CTXN e CTXI onde as alteragdes histopatoldégicas foram comparadas em relacdo aos
intervalos de tempo de eutanasia dos animais (30 min., 1 h, 2 h, 4 h e 24 h) inoculados com crotoxina
nativa ou irradiada.

CTXN GN - analise estatistica das amostras com crotoxina nativa que revelaram glomerulonefrite;
CTXI GN — andlise estatistica das amostras com crotoxina irradiada que revelaram glomerulonefrite;
CTXN CC - andlise estatistica das amostras com crotoxina nativa que revelaram congestéo capilar;
CTXI CC - andlise estatistica das amostras com crotoxina irradiada que revelaram congestéo capilar;
CTXN NTA - andlise estatistica das amostras com crotoxina nativa que revelaram necrose tubular
aguda;

CTXI NTA — analise estatistica das amostras com crotoxina irradiada que revelaram necrose tubular
aguda.
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A andlise do numero de alteragBes histopatolégicas nas amostras
histologicas do grupo de animais inoculados com crotoxina nativa (CTXN) e do
grupo inoculado com crotoxina irradiada (CTXI) pelos intervalos de tempos de
eutanasia - 30 min., 1h, 2h, 4h, 24h — (FIG.15) mostrou que:

A glomerulonefrite aos 30 min. apresentou-se baixa tanto para o grupo
CTXN (GN = 4) quanto para o grupo CTXI (GN = 3), e para o ultimo intervalo de
tempo de eutanasia - 24h, apresentou evolucdo das lesées no grupo CTXN (GN =

6) e discreta evolugéo no grupo CTXI (GN = 4).

A congestéo capilar destacou-se aos 30 min. no grupo CTXN (CC =9) e no
grupo CTXI (CC =7), e as 24h ocorreu uma menor evidencia de congestao capilar

para o grupo CTXN (CC = 8) em relagao ao grupo CTXI (CC = 12).

A necrose tubular aguda (NTA) foi sempre a que se destacou em relagéo
as demais alteracbes histopatoldégicas em todos os intervalos de tempo de
eutanasia. Apresentou-se sempre mais frequente no grupo CTXN (30 min. = 9; 1
h=13;2e4h=15;24 h=17) que no grupo CTXI (30 min.e1h=6;2h=7;4h
=10; 24 h=12).

6.2.3 Andlise imunohistoquimica
Foi realizada analise qualitativa da marcacdo com anticorpo policlonal

anticrotoxina, produzida em coelho, nos cortes histolégicos a fim de demonstrar a

presenca da crotoxina nos diferentes intervalos de tempo de inoculacao.
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Na FIG. 16 € apresentado o0 resultado obtido do ensaio de
imunohistoquimica do grupo controle que recebeu apenas salina. Neste grupo,
nao foi observada a pigmentacdo marrom escura, indicando a auséncia da
crotoxina no tecido.

Figura 16— Cortex renal de camundongo do grupo controle
(Imunohistoquimica - 400x). TP — Tubulo contorcido proximal.
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Nas FIG.17 e FIG.18, observa-se pigmentagdo de cor marrom-escura no
epitélio de revestimento de alguns tabulos proximais (*), indicando que o anticorpo

anticrotoxina se ligou ao tecido, comprovando a presenca da toxina no local.

CTXI1 30°

Figura 17— Cortex renal dos grupos de camundongos que receberam crotoxina nativa (CTXN)
ou irradiada (CTXI), eutanasiados em intervalos de 30 min. e 1 h ap6s inoculagdo (Imunohistoquimica —
400X).
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Figura 18- Cértex renal dos grupos de camundongos que receberam crotoxina nativa (CTXN) ou
irradiada (CTXI), que foram eutanasiados em intervalos de 2 h, 4 h e 24 h apbs inoculacdo
(Imunohistoguimica — 400X).
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Ainda na FIG. 18, cabe ressaltar a evidéncia de necrose tubular aguda
(seta) no cortex renal de camundongos apos 24 h da administracdo de crotoxina

nativa.

Ao considerar as micrografias renais segundo o tempo de eutanasia,

percebe-se que:

No intervalo de 30’, somente a amostra do grupo crotoxina nativa (CTXN)
revelou o pigmento de cor marrom-escuro nas células de alguns tubulos

proximais;

No intervalo de 1 h, a amostra do grupo CTXN apresentou mais tubulos

marcados que o grupo crotoxina irradiada (CTXI);

No intervalo de 2h observa-se pigmentacdo tanto nas amostras do grupo

gue recebeu CTXN quanto naquele que recebeu CTXI;

No intervalo de 4h, tibulos do grupo CTXN se apresentaram corados
fortemente pelo marcador, enquanto que a amostra do grupo CTXI revelou fraca

marcacao em tubulo proximal,

No intervalo de 24h, a marcagdo continua evidente no grupo CTXN,
enquanto que no grupo CTXI ela estéa ausente.
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Figura 19—Medula renal dos grupos de camundongos que receberam inoculacdo de crotoxina
nativa (CTXN) ou irradiada (CTXI), que foram eutanasiados no intervalo de 1 h apos inoculacéo,
demonstrando a ocorréncia de marcagdo citoplasmatica da crotoxina com o anticorpo anticrotoxina
(Imunohistoguimica — 400X).

Na FIG.19 visualiza-se a medula renal das amostras dos camundongos do
grupo CTXN e CTXI eutanasiados no intervalo de 1h apos a inoculacdo da
crotoxina. Existe também a presenca de crotoxina das células tubulares da
medula renal, a marcacdo marrom-escura caracteriza a ligacdo entre a crotoxina
€ 0 Ssoro anticrotoxina.
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7. DISCUSSAO

Pesquisas toxicoldgicas e farmacoldgicas de peconhas de serpentes séo
temas de estudos relevantes devido aos inumeros casos de ofidismo que ocorrem
no Brasil. A fisiopatologia dos envenenamentos por serpentes envolve uma seérie
de eventos complexos que dependem da acdo combinada dos componentes dos
venenos (CHANDRASHEKARA et al., 2009).

Existe uma grande variedade de manifestagfes clinicas resultantes da
lesé@o renal promovida pelo acidente ofidico. Os sintomas podem variar de locais a
sistémicos e as manifestacdes podem compreender desde uma proteinuria leve a
falha renal aguda. As alteracdes patoldgicas renais incluem mesangidlise,
glomerulonefrite, vasculite, necrose tubular, nefrite intersticial e necrose cortical.
As alteracdes hemodinamicas induzidas por citocinas e mediadores vasoativos
gue levam a isquemia renal sdo importantes na patogénese da Insuficiéncia Renal
Aguda (IRA). A nefrotoxicidade direta que pode ser induzida pelo veneno ocorre
principalmente por acdo de metaloproteases e da fosfolipase A, (SITPRIJA,
2006).

O acidente crotélico causa intensa mialgia acompanhada de discreto
edema muscular. Ocorre leséo das fibras musculares esqueléticas (rabdomidlise)
que causa a liberacdo gradual de mioglobina que é excretada pela urina
(mioglobindria), evidenciada por alteracbes na cor da urina (tonalidade
avermelhada a marrom — “urina cor de coca-cola) (CASTRO, 2006; FERNANDES;

AGUIAR; DAHER, 2008; SANTOS; FARANI; ROCHA, 2009).

A associacao entre rabdomiolise e IRA estd bem estabelecida na literatura
e dentre os mecanismos propostos para explica-la, encontramos a obstrugcéo
tubular por cilindros de mioglobina e a lesdo téxica direta nos tubulos. Outros
fatores como desidratacdo, hipotensédo arterial, acidose metabdlica e choque,
podem estar associados a rabdomidlise e contribuem para a instalagdo da lesdo
renal (FERNANDES et al., 2008).
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O comprometimento renal pode variar, entretanto envolve todas as
estruturas, apresentando geralmente necrose tubular, provocada por isquemia

e/ou acao nefrotoxica direta e glomerulonefrite (PEREIRA, 2009)

A biodistribuicdo da toxina pode ser modificada quando o veneno da
serpente é submetido a procedimentos de destoxicagdo, o qual é realizado por
alteracdes quimicas ou fisicas das toxinas. Ja se sabe que a irradiacdo de toxinas
com raios gama que resulta em mudancas estruturais e consequentemente
diminuem as atividades enzimaticas de proteinas toxicas sem, entretanto,

comprometer os epitopos imunogénicos (OLIVEIRA et al., 2015).

Para analisar se a radiacdo poderia modificar o dano renal produzido pela
crotoxina, este estudo teve como meta comparar a histologia de rins de grupos de
camundongos inoculados com crotoxina nativa (CTXN) e de camundongos

inoculados com crotoxina irradiada (CTXI) com raios gama de °Co.

A crotoxina é um componente protéico que corresponde a 60% do peso
seco do veneno das cascavéis. E composta de um polipeptidio ndo-téxico e nao-
enzimatico acido - crotapotina e de uma fosfolipase A, basica (PLA;), fracamente
toxica. Entretanto o componente crotapotina atua aumentando os efeitos
neurotdxicos letais da fosfolipase A, e diminuindo a sua atividade catalitica.
Enquanto a crotapotina modula a resposta inflamatéria inibindo a proliferacdo de
linfocitos T, a fosfolipase A, aumenta a permeabilidade vascular levando inclusive
a ativacdo dos mastacitos (SAMPAIO et al., 2005).

O primeiro passo para realizar a pesquisa foi o isolamento da proteina de
interesse partindo do veneno total da cascavel. A técnica cromatografica de
exclusdo molecular do veneno total permitiu separar a area do cromatograma
onde eluiu a crotoxina. Porém, a separagdo observada no perfil cromatogréafico
deixa evidente que a crotoxina apresentava contaminantes como a giroxina e a
crotamina (FIG. 5).
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A realizagdo de mais uma etapa cromatografica (FIG. 6) mostrou-se
relevante no isolamento da proteina uma vez que, ap0s a troca inica, a crotoxina

apresentou grau de pureza proximo a 97%.

Ao ser irradiada com raios gama de °°Co a crotoxina sofre quebras,

contudo os fragmentos se reorganizam em agregados de maior massa molecular,
que parecem contribuir para a diminuicdo da cito toxicidade (NASCIMENTO et al.,
1996).

Estudos experimentais jA demonstraram que a exposicao renal as toxinas
presentes em envenenamento por serpentes induzem a glomerulonefrite focal
onde a proliferagdo das células mesangiais corresponde ao evento mais comum e
estas sdo nitidamente reconhecidas no efeito da hipercelularidade como reacéo a
cicatrizacdo (SITPRIJA, 2006). Na observacdo da micrografia do cértex renal
(FIG. 08, FIG. 09) dos animais inoculados com crotoxina tanto nativa (CTXN)
quanto irradiada (CTXI), foram reconhecidos os tufos capilares glomerulares e a
hipercelularidade das células mesangiais, caracterizando este tipo de inflamacao.

Trabalhos realizados sobre glomerulonefrite  experimental (GN)
demonstraram que o processo de reparacao de danos no capilar glomerular pode
ser comprometido pela proliferagcdo mesangial e esta hipercelularidade induziria o
desenvolvimento de esclerose glomerular com consequente disfuncdo renal
(SHIMIZU et al., 2004). Entretanto, nas analises deste experimento, identificou-s
eque a hipercelularidade foi mais expressiva nas amostras dos animais tratados
com crotoxina nativa (FIG, 08 e Fig. 09), indicando que a regeneracao glomerular
ficaria menos comprometida nos animais tratados com crotoxina irradiada, onde a
glomerulonefrite esteve significativamente (4,2+0,8; p=0,03) em menor frequéncia
(Fig. 14 e Fig. 15).

Histologicamente a necrose tubular aguda é caracterizada pela presenca
de tdbulos dilatados, necrose celular, edema intersticial e infiltracdo de células
inflamatorias (PEREIRA, 2009).
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A necrose tubular aguda € a lesdo renal mais caracteristica no acidente
crotalico. As lesBes renais podem ser produzidas pela atuacdo isolada ou
combinada de diferentes mecanismos isquémicos e/ou nefrotoxicos
(FERNANDES; AGUIAR; DAHER, 2008; SANTOS; FARANI; ROCHA, 2009;
MORAIS et al., 2015).

Os componentes do veneno contribuem para a lise das células musculares
lisas do leito vascular e promovem diferentes graus de lesdo epitelial em todos os
segmentos tubulares (KOHLI; SAKHUJA, 2003). E relatado que a crotoxina afeta
o funcionamento dos canais de sédio sensiveis a tensdo, induzindo o influxo de
sédio que resulta na despolarizacdo e consequente contracdo muscular.
Entretanto este mecanismo induz a necrose celular caracterizada por extensa
vacuolizacdo e comprometimento do citoesqueleto (CESARE, 2006). As lesdes
identificadas no epitélio tubular renal (FIG.12 e FIG.13) condizem com o padrao

patoldgico identificado previamente para os tecidos epiteliais descritos.

As alteracOes da integridade tubular e aquelas observadas na organizagao
da borda em escova das células dos tubulos contorcidos proximais, detectadas
neste trabalho coincidem com as descricdes de LINARDI et al. (2011), que
analisando amostras renais tratadas com veneno de B. alternatus, descreveu-as
como o comprometimento do citoesqueleto, promovido por alteracbes
conformacionais na molécula de actina-F tanto da c4psula de Bowman quanto da

borda em escova das células tubulares.

A nefrotoxicidade do veneno crotdlico pode culminar com acdes
nefrotdxicas diretas ao parénquima e intersticio que ficaram expostos as acdes da
crotoxina dimérica (LOURENCO JUNIOR, 2011).

A crotapotina age de forma sinérgica a fosfolipase A, e atua ainda como
carreador da fosfolipase A, evitando sua ligacdo a sitios ndo especificos,
potencializando desta forma a sua toxicidade (PEREIRA, 2009).

A fosfolipase A, possui diversas atividades bioldgicas, como inducdo de

motilidade de células endoteliais, atividade antimicrobiana, anticoagulante,
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antitumor, inibicdo da agregacédo plaquetéria, neurotoxicidade pré e pds-sinaptica,
miotoxicidade,  cardiotoxicidade, podendo ainda, apresentar efeitos
convulsivantes, hipotensivos e pro-inflamatérios. Essa enzima é capaz ainda de
atuar sobre diversos substratos, levando a lesao tecidual por meio da ativagdo ou
liberacdo de mediadores inflamatorios, como citocinas, derivados do &cido
araquidonico, ativacédo do sistema complemento e de cininas (SANTOS; FARANI;
ROCHA, 2009; MELLO, 2011).

A fosfolipase A, também € responsavel pela hemdlise desenvolvida
perante 0s envenenamentos, a qual se da pela hidrolise direta dos fosfolipidios da
membrana dos glébulos vermelhos ou indiretamente, com a producdo da
lisolecitina fortemente hemolitica da lecitina de plasma (KOHLI; SAKHUJA, 2003).
Esta enzima é a responsavel pela maioria das acoes fisiopatoldégicas do veneno
da cascavel (LOURENCO JUNIOR, 2011). Dentre os mais importantes efeitos
farmacoldgicos, sabe-se que ela interage com as membranas celulares pela
combinacéo dos residuos de aminoacidos hidrofébicos basicos com o C-terminal
da proteina (SITPRIJA, 2006). A cascata de eventos envolvidos nesta interacdo
hidrofébica resulta em perturbacBes eletrostaticas que desestabilizam a
membrana resultando no comprometimento da permeabilidade e consequente
necrose celular (BARROS, 2015). Este padrdo de leséo renal foi identificado em
todos os tratamentos propostos neste trabalho e as FIG.12 e FIG.13 destacam as
lesdes epiteliais nos tabulos contorcidos proximais, condizentes com necrose
tubular aguda (NTA).

Neste estudo, a necrose identificada no grupo de animais que recebeu a
crotoxina irradiada (8,2 + 2,7) apresentou-se sempre em menor frequéncia que
aguela promovida pela toxina nativa (13,8 + 3,0). Esta ocorréncia indica que as
interacdes hidrofébicas da fosfolipase A, provavelmente foram reduzidas com o

efeito da radiagdo gama.

Os danos vasculares desenvolvidos ap0s 0 envenenamento sao causados,
em parte, pela acdo das metaloproteinases de veneno que degradam proteinas
da membrana basal em torno da parede do vaso, provocando a perda de sua
integridade (KOHLI; SAKHUJA, 2003).
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As amostras analisadas revelaram a congestéo capilar, que € um indicador
de aumento local do volume sanguineo tecidual. A congestdo € um processo
passivo, resultante de um retorno venoso insuficiente, que pode levar a um
acumulo de hemoglobina desoxigenada nos tecidos afetados. A Congestao do
leito capilar esta intimamente relacionada com o desenvolvimento de edema, de
forma que estes processos patologicos estdo quase sempre associados. A
congestdo prolongada pode causar degeneracdo e morte de células
parenquimatosas e ainda a ruptura dos capilares locais podendo também levar a

pequenos focos de hemorragia (BURITY et al., 2015).

Esse tipo de lesdo vascular foi descrita como arterite segmentar
necrotizante, ocorrendo principalmente nas artérias interlobulares. A lesdo muitas
vezes ndo é identificada se for observada a partir de bidpsia renal com
tromboflebite superficial. Entretanto, foi verificado este mesmo tipo de lesédo em
segmentos da veia arqueada e seus afluentes. Sua patogénese tem sido sugerida
como uma deposi¢cdo de proteinas C3 do complemento sobre a parede das
arteriolas aferentes e eferentes, a qual pode ocorrer também em pacientes nao
acidentados. Entretanto, perante a acdo da toxina, a deposicdo de C3 coincide
com a agregacgao de IgM formando complexos que comprometem a estabilidade
do leito vascular (SITPRIJA, 2006). As FIG. 10 e FIG.11 registram a dilatacdo dos
capilares sanguineos, apresentando grande quantidade de heméacias
preenchendo a luz dos mesmos, caracterizando a congestéo do leito capilar (CC)
que estd intimamente ligada as fases que subdividem a patogénese da
insuficiéncia renal aguda (IRA) - Inicia¢cdo, manutencédo, recuperagao e extensao,

cujas temporalidades sdo de suma importancia (DEVARAJAN, 2006).

Neste trabalho verificou-se que a congestdo capilar ocorreutanto na
presencga da crotoxina nativa quanto da irradiada e evoluiu conforme o tempo de
exposicao (FIG. 14 e Fig. 15). Estas observacdes sugerem que as propriedades
antigénicas da crotoxina irradiada nédo sao perdidas e perante a frequencia mais

elevada nos grupos tratados (CTXI), pelo contrario, revelam-se mais acentuadas.

Ainda neste contexto, vale acrescentar que logo ap6s exposi¢ao inicial ao

insulto isquémico, a funcéo renal se reduz e a deplecdo de ATP intracelular se
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torna intensa o suficiente para promover a lesdo sub-letal ao epitélio tubular. E
dentre os mecanismos reparadores, foi identificado que a reperfusdo cortical
sinaliza uma reacdo positiva dos mecanismos da regeneracdo renal
(DEVARAJAN, 2006). Portanto, o fato da congestdo capilar ser persistente nas
amostras de animais que foram tratados com crotoxina irradiada pode representar
um fator positivo dos mecanismos regenerativos da lesdo renal provocada neste

experimento.

E descrito que a formacdo do complexo antigeno-anticorpo desenvolvido
pelo envenenamento por serpentes assume a maior responsabilidade pelas
lesBes vasculares. Muitos componentes do veneno tém massas moleculares entre
20 e 150 kdaltons e quando ligados a um fragmento Fab com uma massa
molecular de 50 kdaltons, o complexo se torna grande o suficiente para impedir a
sua excrecao renal (DART et al., 2001).

A analise renal realizada na imunohistoquimica, em que as amostras foram
marcadas com anticorpo policlonal anticrotoxina, mostrou que 0s animais que
receberam a crotoxina nativa ou irradiada demonstraram a absorgéo tubular da
crotoxina, entretanto é verificado que ao longo do tratamento, as particulas
marcadas desaparecem mais precocemente nos animais tratados com a crotoxina
irradiada (Fig. 17, FIG.18).

Para esta analise sdo previstas duas hipoteses, a primeira refere-se a
probabilidade da crotoxina irradiada ser eliminada mais precocemente devido a
sua alteracdo na conformacgéo da cadeia molecular deixando a crotoxina mais
hidrofilica, impedido assim sua reabsorcédo pelos tubulos; ou por outro lado, &
provavel que a interacdo antigeno-anticorpo tenha se tornado mais instavel por
efeito da alteracdo molecular, fazendo com que as particulas marcadas se
desprendessem mais rapidamente da molécula, reduzindo assim a sua
identificagdo nas amostras contendo a crotoxina irradiada, tendo em vista que
OLIVEIRA et al. (2015) trabalhando com crotamina reconheceram que a
irradiagao resulta em alteragdes conformacionais significativas e aparentemente

homogéneas resultando na reducéo da estabilidade estrutural.
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A andlise imunohistoquimica realizada para estas amostras sdo similares
aquelas apresentadas por MELLO et al., (2010), que trabalhando com o género
Bothrops, afirmaram ter detectado absor¢do do veneno tanto nos tecidos
perivasculares quanto nos endotélios. ldentificaram também nos glomérulos,
capsula de Bowman e tubulos distais e proximais no coértex renal, assim como no
epitélio de alcas de Henle e ductos coletores. Entretanto entra em contradigcdo
sobre a penetracdo das particulas marcadas, pois os autores, diferentemente
deste trabalho, ndo detectaram infiltrado nuclear nas amostras observadas
(FIG.19).

Vale ressaltar que MELLO et al, (2010) confirmaram, por
imunohistoquimica, a presenca de veneno no tecido renal, com maior intensidade
nas primeiras 24 h apés a administracdo do veneno seguido por uma diminui¢ao
progressiva que prevaleceu por até 7 dias. Neste trabalho, foi claramente
identificavel que a crotoxina irradiada diminuiu expressivamente ja nas primeiras
24 pos-tratamento (FIG. 18, FIG 19).

A evolucéo da leséo renal culmina com a perda da funcéo renal em funcao
da esclerose tanto glomerular quanto intersticial. Com a perda significativa da
arquitetura renal, os néfrons residuais sofrem de hipertensdo intraglomerular,
resultando na hiperatividade do sistema renina-angiotensina aldosterona que
exacerba a funcdo das unidades filtrantes remanescentes, resultando, entretanto
ao agravamento intersticial (FLAQUER; ROMAGNANI; CRUZADO, 2010).
Portanto, as estratégias tecnologicamente mais apreciadas tém sido aquelas que
desenvolvem mecanismos capazes de minimizar o dano renal a fim de
condicionar a sua regeneracao de forma modulada e gradativa, ja que os fatores
de crescimento das células progenitoras renais (RPC) com atividade sobre as
células epiteliais da capsula de Bowman parietal (PEC) (LASAGNI et al., 2015) se

encarregam naturalmente deste processo.

Assim, entendemos que a irradiacdo de venenos consiste em um
refinamento no processo de imunizacdo de animais soroprodutores corroborado
pelos nossos achados que indicam a diminuicdo do dano renal no animal

envenenado experimentalmente com o veneno irradiado com raios gama de Co-
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60. Diferentemente da crotoxina nativa, a crotoxina irradiada € detectada pelo
anticorpo anticrotoxina apenas nos tempos intermediarios pos inoculagdo e em
baixa concentracdo, indicando que a radiagdo gama promoveu mudancas na
forma de ligacdo da toxina ao tecido renal, facilitando sua eliminacdo e
diminuindo, portanto, as chances de leséo.

Esses resultados reforgcam as evidéncias de que o uso de veneno irradiado
no processo de imunizacdo garante uma melhor qualidade de vida e bem estar
aos animais soroprodutores, estando em total consonancia com o sistema legal
que regula a experimentacédo animal (CONCEA), podendo se estender a outros
procedimentos que exigem a aplicabilidade biotecnoldgica de toxinas.
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8. CONCLUSOES

Este estudo permitiu a visualizacdo, por microscopia oOptica, das diferencas
histopatologicas promovidas pela crotoxina nativa ou crotoxina irradiada com raios
gama de ®Co.

A radiacdo ionizante ndo impediu a ocorréncia de glomerulonefrite,
congestao capilar e necrose tubular aguda.

A glomerulonefrite e a necrose tubular aguda foram significativamente
menos frequentes em rins de animais inoculados com veneno irradiado.

N&o houve diferenca significativa de frequéncia de congestéo capilar entre
0s animais inoculados com crotoxina nativa ou irradiada, contudo a congestao
capilar aparece tardiamente nos animais que receberam crotoxina irradiada.

A imunohistoquimica mostrou que a crotoxina irradiada é eliminada mais
precocemente que a nativa.

A crotoxina irradiada minimiza o grau de comprometimento renal,

implicando em aumento da sobrevida e/ou bem estar do animal soroprodutor.



60

REFERENCIAS

AMARAL, C. F. S; REZENDE, N. A.; SILVA, O. A; RIBEIRO, M. M. F,;
MAGALHAES, R. A; REIS, R. J; CARNEIRO, J. G.; CASTRO, J. R. S.
Insuficiéncia Renal Aguda Secundaria a Acidentes Ofidicos Botrépico e Crotalico.
ANALISE DE 63 CASOS. Rev. Inst. Med. Trop. de Sao Paulo v.28. p. 220-227,
1986.

AZEVEDO-MARQUES, M. M.; CUPO, P.; HERING, S. E. Acidentes por animais
peconhentos: Serpentes peconhentas. Medicina, Ribeirdo Preto, v.36, p.480-
489, abr./dez. 2003.

BARROS, G. A. C., PEREIRA, A. V., BARROS, L. C,, JR, A. L., CALVI, S. A,
SANTOS, L. D., ... FERREIRA, R. S. In vitro activity of phospholipase A2 and of
peptides from Crotalus durissus terrificus venom against amastigote and
promastigote forms of Leishmania (L.) infantum chagasi. The Journal of

Venomous Animals and Toxins Including Tropical Diseases, 21, 48. 2015.

BERNADE, P. S.; ALBUQUERQUE, S.; BARROS, T. O; TURCI, L. C. B. Snakes
of Rondb6nia State, Brazil. Biota Neotrop. vol.12(3). 2012. Disponivel em:
<http://www.bioneotropica.org.br/vl2n3/en/abstract?inventory+bn004> Acesso
em: 10 mar. 2015.

BERNARDE, P. S. Mudancas na Classificacdo de Serpentes Peconhentas
Brasileiras e suas implicacdes na Literatura Médica. Gazeta Médica da Bahia,
Bahia, v. 81, n. 1, p. 55-63, jan./jun. 2011. Disponivel em:
<http:www.herpetofauna.com.br/PoisonSnakesBrazil.pdf>. Acesso em: 22 mar.
2015.

BOCHNER, R.; STRUCHINER, C. J. Epidemiologia dos acidentes ofidicos nos
ultimos 100 anos no Brasil: uma revisdo. Cad. Saude Publica, Rio de Janeiro,
v.19, n.1, p. 17-16, jan./fev. 2003.



61

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento
de Vigilancia Epidemioldgica. Guia de vigilancia epidemioldgica. 72 ed. Brasilia:
Ministério da Saude, 2009.

BURITY, C. H. F.; AZEVEDO, R. A.; CARDOZO, S. V.; GAMA, V. P.; LYRA, M. F.
S. Morfologia MicroscoOpica — Principais patologias. Atlas de Morfologia
Comparada Digital: Abordagem Normal e Patologica. Disponivel em:
<http://wwwz2.unigranrio.br/atlas-mofologia-comparada/interna7.html> Acesso em:
22 nov. 2015.

CARDI, B. A.; NASCIMENTO, N.; ANDRADE JUNIOR, H. F. Irradiation of
Crotalus durissus terrificus crotoxin with 60Co gamma-rays induces its uptake by

macrophages through scavenger receptors. Int J Radiat Biol. 1998;73(5):557-64.

CARDOSO, J. L. C.; FRANCA, F. O. S.; WEN, F. H.; MALAQUE, C. M. S;;
HADDAD JR. V. (Org.). Animais pe¢onhentos no Brasil: biologia, clinica e
terapéutica dos acidentes.22 ed. Sao Paulo: Sarvier, 2009. cap. 42. p. 481-485.

CASARE, M. S. Study of gamma-radiation effects on crotamine and
crotoxina.Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry [0236-5731] vol.
269 iss. 3 p. 571-577. 2006.

CHAITIDIS, P.; SCHEWE, T., SUTHERLAND, M.; KUHN, H.; NIGAM, S. 15-
Lipoxygenation of phospholipids may precede the sn-2 cleavage by
phospholipases A2: reaction specificities of secretory and cytosolic
phospholipases A2 towards native and 15-lipoxygenated arachidonoyl
phospholipids. FEBS Lett. Sep 4;434(3):437-41.1998.

CHANDRASHEKARA, K. T.; NAGARAJU, S.; USHA NONDIN, S.; BASAVAIAH,
K. K. Neutralization of local and systemic toxicity of Daboia russeli venom by
Morus Alba plant leaf extract. Phytotherapy reseach, 2009. Disponivel em:
<http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ptr.2735/epdf> Acesso em: 20 nov.
2015.



62

CHAPMAN, J. D. Radiation chemical studies with nitrofurazone as related to its
mechanism of radiosensitization.. Radiat Res. v.53(2), p.190-203, 1973.

CLISSA, P. B.; NASCIMENTO, N. DO; ROGERO, J. R. Toxicity and
immunogenicity of Crotalus durissus terrificus venom treated with different doses
of gamma rays. Toxicon 37 1131-1141. 1999.

COELHO, R. D. F; TAVARES, A. P. G; WALKER, F. M; URIAS, I. C; SOUZA, K.;
MENEZES, L. M. N.; RAMOS, L. F. B.; BRITO, M. de S.; REIS, P. M. G;
EVANGELISTA, S. K. C; RIBEIRO, L.B. Reconhecimento, prevencédo e
procedimentos em caso de acidentes ofidicos, capacitando moradores de
comunidades rurais através de acbes de extensdo universitaria. Extramuros-
Revista de Extensédo da Univasf, Petrolina-PE, v. 1, n. 2, p. 12-21, ago./dez.
2013.

CUNHA, E. M.; MARTINS, O. A.. Principais compostos quimicos presentes nos
venenos de cobras dos géneros Bothrops e Crotalus — Uma revisdo. Revista
Eletronica de Educacao e Ciéncia (REEC), vol. 02, n. 02. 2012. ISSN 2237-
3462.

DART R. C, SEIFERT S. A, BOYER L. V, et al. A Randomized Multicenter Trial of
Crotalinae Polyvalent Immune Fab (Ovine) Antivenom for the Treatment for
Crotaline Snakebite in the United States. Arch Intern Med. 161(16):2030-2036.
2001.

DEVARAJAN, D. Update on Mechanisms of Ischemic Acute Kidney Injury.
Nephrology and Hypertension, Cincinnati Children’s Hospital Medical Center,
University of Cincinnati School ofMedicine, Cincinnati, Ohio. J Am SocNephrol.
17: 1503-1520, 2006.

FERNANDES, T. A.; AGUAIR, C. N.; DAHER, E. F. Envenenamento Crotalico:
epidemiologia, insuficiéncia renal aguda e outras manifestagdes clinicas. Revista

Eletrénica Pesquisa Médica, volume 2, n. 2, Abr-Jun 2008.



63

FERREIRA JUNIOR, R. S.; NASCIMENTO N.; COUTO, R.; ALVES J. B.; MEIRA
D. A.; BARRAVIERA, B. Laboratory evaluation of young ovines inoculated with
natural or ®Co-irradiated Crotalus durissus terrificus venom during
hyperimmunization process. J Venom Anim Toxins incl Trop Dis. 12(4):620-31.
2006.

FLAQUERA, M.; ROMAGNANIB, P.; CRUZADO, J. M. Growth factors and renal
regeneration. Nefrologia (English Version). 30:385-93. 2010

FOCACCIA, R.; DIAMENT, D.; FERREIRA, M. S.; SICILIANO, R. F. V. Tratado

de infectologia 42 ed. rev. e atual. Sdo Paulo: Editora Atheneu, 2009.

FRANCA, F. O. DE S.; MEDEIROS, C. R.; MALAQUE, C. M. S.; DUARTE, M. R.;
TAVASSI, A. M. C.; ZANNIN, M.; MORAES, R. H. P.; BENVENUTTI, L. B;
MARQUES, M. M. A.; CUPO, P.; SYLVIA, E. H.; JUNIOR, V. H.; CARDOSO, J. L.
C.B. Acidentes por Animais Peconhentos. In: ARRUDA, M. A. et al. Ed(s). Clinica
Médica. Barueri, SP: Manole, 2009. p.553 — 576.

GREENSTOCK, C. L. Redox processes in radiation biology and cancer. Radiat
Res. v.86(2), p.196-211, 1981.

HINRICHSEN, S. L.; MAHON, F.; GALLINDO, M.; TAVORA, M. E. G. Acidentes
por Animais Peconhentos. In: HINRICHSEN, S.L. Doengas Infecciosas e

Parasitarias. 42 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. p.820-827. 2009.

INSTITUTO BUTANTAN. Acidentes por Animais Peconhentos [S.l]. Disponivel
em:<http://ftp.cve.saude.sp.gov.br/doc_tec/zoo/aula03_peconhentos.pdf>. Acesso
em: 16 mar. 2015.

INSTITUTO BUTANTAN. Acidentes por Animais pegonhentos. Disponivel em:
<http://www.butantan.gov.br/producao/soros/Paginas/default.aspx>. Acesso em:
10 mar. 2015(a).



64

KOHLI, H. S.; SAKHUJA, V. Snake Bites and Acute Renal Failure. Saudi J
Kidney Dis Transpl.14:165-76. 2003.

LASAGNI, L.; ANGELOTTI, M. L.; RONCONI, E.; LOMBARDI, D.; NARDI, S;;
PEIRED, A.; BECHERUCCI, F.; MAZZINGHI, B.; SISTI, A.; ROMOLI, S,
BURGER, A.; SCHAEFER, B.; BUCCOLIERO, A.; LAZZERI, E.; ROMAGNANI,
P.; Podocyte Regeneration Driven by Renal Progenitors Determines Glomerular
Disease Remission and Can Be Pharmacologically Enhanced. Stem Cell
Reports. Volume 5, Issue 2, p248-263, 11. 2015.

LINARDI, A.; ROCHA E SILVA, T. A,; MIYABARA, E. H.; FRANCO-PENTEADO,
C. F.; CARDOSO, K. C.; BOER, P. A.; MORISCOT, A. S.; GONTIJO, J. A;
JOAZEIRO, P. P.; COLLARES-BUZATO, C. B.; HYSLOP, S. Histological and
functional renal alterations caused by Bothrops alternatus snake venom:
expression and activity of Na+/K+-ATPase. Biochim Biophys Acta 1810(9):895—
906. 2011.

LIRA-DA-SILVA, R. M.; MISE, Y. F.; CASAIS-E-SILVA, L. L.; ULLOA, J,;
HAMDAN, B.; BRAZIL, T. K. Serpentes de Importancia Médica do Nordeste do
Brasil. Gazeta Médica da Bahia. 79 (Supl. 1): 7-20. 2009.

LOURENCO JUNIOR, A.. Variacdo sexual, ontogenética e ambiental do
veneno de Crotalus durissus terrificus da Regido de Botucatu — Sao Paulo:
caracterizacdo enzimatica, bioquimica e farmacoldgica. Dissertacédo
(mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
2011.

LUCAS, E. P. R. Estudo Interlaboatorial para o Estabelecimento do Veneno
Botropico e do Soro Antibotrépico de Referéncia Nacional. INCQS/FIOCRUZ,
Rio de Janeiro, 2009.

MACKESSY, S. P.; BAXTER, L. M. Bioweapons synthesis and storage: The
venom gland of front-fanged snakes. Zoologischer Anzeiger - A Journal of
Comparative Zoology. Elsevier. 2006.



65

MARTINS, B. F.; CAMPOS, A. P. S.; SELEGHIM, R.; BALLANI, T. S. L,
TAVARES E. O.; OLIVEIRA M. L. F. Acidentes por serpente (Bothrops spp. e
Crotallus spp.) em criancas: relato de dois casos. Revista Rede de Enfermagem
do Nordeste, Maringa — PR, p. 693-703, 2012.

MARTINS, R. Cascavel — Crotalus durissus terrificus, detalhe do guizo
(Chocalho) - Tocantins - Cerrado - 2013. Disponivel em:
<http://www.renatofotografo.com/galeria/exibebanco.php?pagina=50&album=tudo

> Acesso em: 20 nov. 2015.

MELGAREJO-GIMENEZ, A. R. Criacdo e manejo de serpentes. In: ANDRADE,
A.; PINTO, S. C.; OLIVEIRA, R. S. orgs. Animais de Laboratorio: criacdo e
experimentacdo [online]. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ, 2002. 388p. ISBN:
978-85-7541-386-9. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.7476/9788575413869>
Acesso em: 28 fev. 2015.

MELLO, C. P.. Estudo in vitro da nefrotoxicidade do veneno total e fracao
fosfolipase A, da serpente Bothrops insularis (AMARAL, 1921). Dissertagao
(Mestrado). Universidade Federal do Ceara, Programa de Pés-graduacdo em

Ciéncias Farmacéuticas, Fortaleza, 2011.

MELLO, S. M.; LINARDI, A.; RENNO, A. L.; TARSITANO, C. A.; PEREIRA, E. M.;
HYSLOP, S. Renal kinetics of bothrops alternatus (Urutu) snake venom in rats.
Toxicon, 55, pp. 470-480. 2010.

MORAIS, L. A.; COSTA, R. S.; GOMES, U. A.; ANDRADE, C. H. V.; PAIVA, S. P.
Alteracdes renais no envenenamento crotalico experimental (Crotalus durissus
terrificus): estado funcional e anatomopatologico. Grupo Editorial Moreira Jr.
Disponivel em:
<http://www.moreirajr.com.br/revistas.asp?fase=r003&id_materia=22 11> Acesso
em: 28 fev. 2015.



66

MURATA, Y.; NISHIKAWA, A.K.; NASCIMENTO, N.; HIGASHI, H. G.; DIAS DA
SILVA, W.; ROGERO, J. R. Gamma irradiation reduces the toxic activities of
Crotalus durissus terrificus venom but does not affect their immunogenic activities.
Toxicon. 1990; 28(6):617-8.

NASCIMENTO, N. Estudo comparativo entre crotoxina nativa e irradiada:
aspectos bioquimicos e farmacoldgicos. Dissertacdo (Mestrado). Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares, Programa de Pos-graduacdo em Tecnologia

Nuclear, Sao Paulo, 1991.

NASCIMENTO, N.; SEEBART, C. S.; FRANCIS, B.; ROGERO, J.R.; KAISER, II,
Influence of ionizing radiation on crotoxin: biochemical and immunological
aspects.Toxicon, 34(1):123-131, 1996.

NOROES, T. B. S. Efeitos renais promovidos pelo veneno de serpente
Bothrops atrox e a producdo de 6xido nitrico. Dissertacdo (Mestrado).
Programa de Pos-graduacdo em Farmacologia. Universidade Federal do Ceara.
Fortaleza, CE. 2009.

OLIVEIRA, K. C.; SPENCER, P. J.; FERREIRA, R. S.; NASCIMENTO, N. New
insights into the structural characteristics of irradiated crotamine. The Journal of

Venomous Animals and Toxins Including Tropical Diseases, Vol.21. 2015.

OTERO-PATINO, R.; CARDOSO, J. L.; HIGASHI, H. G.; NUNEZ, V.; DIAZ, A;;
TORO M.F.; GARCIA, M. E.; SIERRA, A.; GARCIA, L. F.; MORENO, A. M
MEDINA, M. C.; CASTANEDA, N.; SILVA-DIAZ, J. F.; MURCIA, M.; CARDENA,
S.Y.; DIAS DA SILVA, W. A randomized, blinded, comparative trial of one pepsin-
digested and two whole IgG antivenoms for Bothrops snake bites in Uraba,
Colombia. The Regional Group on Antivenom Therapy Research.
Am.J.Trop.Med.Hyg, 58:183-189, 1998.



67

PAULA, R. C. M. F. Perfil Epidemiol6gico dos casos de Acidentes Ofidicos
atendidos no Hospital de Doencas Tropicais de Araguaina — TO (Triénio
2007-2009). 2010. 104 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias na Area de
Tecnologia Nuclear)—Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Autarquia

Associada a Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

PEREIRA, T. P. Estudo dos efeitos renais e vasculares do veneno da
serpente Crotalus durissus cumanensis e crotoxina. Dissertacdo (Mestrado).
Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias da Saude. Depto. De
Farmacia, Fortaleza, 2009.

PINHO, F. M. O.; PEREIRA, I. D. Ofidismo. Revista da Associacdo Médica
Brasileira, V. 47, n. 1, p. 24-29, 2001. Disponivel em:
http://www.scielo.br/pdf/ramb/v47n1/a26v47nl.pdf>. Acesso em: 28 fev. 2015.

ROCHA, A. M. Crotalus durissus terrificus no Serpentario do Instituto
Butantan. 2015. 1 foto: color.; 1600 x 1195 pixels.

ROGERO, J. Z.; NASCIMENTO, N. Detoxification of snake venom using ionizing
radiation. J Venom Anim Toxins. 1995;1(1):7-10.

SAMPAIO, S. C.; RANGEL-SANTQOS, A. C.; PERES, C. M.; CURI, R.; CURY, Y.
Inhibitory effect of phospholipase A2 isolated from Crotalus durissus terrificus

venom on macrophage function. Toxicon. 45 (5):671-6. 2005.

SANTOS, M. F. L.; FARANI, M. C.; ROCHA, P. N. Insuficiéncia renal aguda em
acidentes ofidicos por Bothrops sp. e Crotalus sp.: revisdo e andlise critica da

literatura. Jornal Brasileiro de Nefrologia.2009.

SARAIVA, M.G.; OLIVEIRA, D. S.; FILHO, G.M.C.F.; COUTINHO, L.AS. A,
GUERREIRO, J.V. Perfil epidemiolégico dos acidentes ofidicos no Estado da
Paraiba, Brasil, 2005 a 2010. Epidemiologia e Servicos de Saude, Brasilia,
v.21, n.3, p.449-456, jul./set. 2012.



68

SHIMIZU, A.;MASUDA, Y.; MORI, T.; KITAMURA, H.; ISHIZAKI, M.; SUGISAKI,
Y.; FUKUDA, Y. Vascular Endothelial Growth Factorl65 Resolves Glomerular
Inflammation and Accelerates Glomerular Capillary Repair in Rat Anti—Glomerular
Basement Membrane Glomerulonephritis. JASN 15: 2655-2665. 2005

SILVA, F. S. Q. Avaliacdo da pureza de soros antiofidicos brasileiros e
desenvolvimento de nova metodologia para essa finalidade. Dissertacdo em
Vigilacia Sanitaria, Programa de Pos-graduacdo em Vigilancia Sanitaria. Rio de
Janeiro: INCQS/FIOCRUZ, 2008.

SITPRIJA, V. Snakebite nephropathy (Review Article). Nephrology, 11: 442—-448.
2006.



