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RESUMO

Os acidentes ofidicos sdo um problema de saude publica em diversas regides tropicais do
planeta podendo cursar com Obito. Além de acometer o homem, os acidentes com serpentes
também acometem os animais domésticos. A pesquisa de estratégias terapéuticas ¢ farmacos
que possam contribuir na antagonizacdo dos efeitos deletérios do veneno ofidico sobre o sistema
hemostatico e outros sistemas organicos sdo praticamente inexistentes. Deste modo, o estudo de
farmacos coadjuvantes como o 4cido tranexamico e a desmopressina sdo de grande importancia,
uma vez que estes apresentam comprovada atividade sobre o sistema hemostatico reduzindo
hemorragias de origens variadas e sendo de facil acesso a sua aquisi¢do. Neste contexto, este
estudo objetiva avaliar se a utilizacdo destes farmacos promove algum beneficio quando
utilizados nos casos de envenenamento por serpente Bothrops alternatus em modelo
experimental de envenenamento em coelhos. Para tal, foram realizados exames hematologicos,
testes da hemostasia incluindo o teste de geracdo de trombina, testes bioquimicos e
histopatologia da musculatura estriada esquelética, pulmdes, figado, coragdo e rins. Para isso,
foram utilizados 36 coelhos, da raga Nova Zelandia, distribuidos em diferentes grupos
experimentais, a saber: Gl- Grupo sem inducdo do envenenamento e tratado com acido
tranexamico; G2- Grupo sem inducdo do envenenamento e tratado com desmopressina; G3-
Grupo sem indu¢do do envenenamento e tratados com soro antibotropico; G4- Grupo B.
alternatus sem tratamento; G5- Grupo B. alternatus tratado com acido tranexamico; G6- Grupo
B. alternatus tratado com desmopressina; G7- Grupo B. alternatus tratado com soro
antibotropico; G8- Grupo B. alternatus tratado com soro antibotropico + acido tranexamico;
G9- Grupo B. alternatus tratado com soro antibotropico + desmopressina. O protocolo
experimental consistiu na inoculagdo do veneno via intramuscular superficial na coxa dos
animais e, ap0s isto, cada grupo recebeu seu respectivo tratamento. O estudo demonstrou que o
veneno de serpente B. alternatus atua sobre o sistema hemostatico promovendo um
desequilibrio, uma vez que a geracdo de trombina se apresentou reduzida nos animais que
receberam veneno. Os farmacos utilizados ndo promoveram melhora da hemostasia sendo que
os animais tratados com acido tranexamico ou desmopressina apresentaram geragdo de trombina
reduzida similar ao grupo G4 que recebeu veneno e ndo foi tratado. Todos os animais do estudo
que receberam veneno apresentaram hemorragia no sitio de inoculagdo do veneno com
inflamacdo e necrose. Infere-se que o veneno utilizado no estudo promoveu morte celular na
musculatura estriada esquelética por apoptose sendo positivo para caspase-3. Além da
hemorragia no local, varios animais apresentaram hemorragia pulmonar. Somente o grupo G4
apresentou elevacdo dos niveis de ureia e creatinina, nos demais grupos nao houve alteracdo.
Por outro lado, elevagdo dos niveis de glicose e trigliceridios em determinados grupos foi
observada, sugerindo um desequilibrio metabdlico. Conclui-se que os farmacos empregados no
estudo como coadjuvantes no tratamento do ofidismo por Bothrops alternatus nao sdo benéficos
ao sistema hemostatico.

Palavras-chave: acidente ofidico; toxinologia; Bothrops alternatus; terapia intensiva;
hemostasia; geragdo de trombina.
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ABSTRACT

Snakebite accidents are a public health problem in many tropical regions of the planet and may
be fatal. In addition to attacking man, snake accidents also affect domestic animals. The
research for therapeutic strategies and drugs that may contribute to the antagonization of the
deleterious effects of snake venom on hemostatic and other organic systems are practically non-
existent. Thus, the study of drugs adjuvants such as tranexamic acid and desmopressin are of
great importance, since they have proven activity on the haemostatic system reducing
hemorrhages of varied origins and being easily accessible. In this context, this study aims to
evaluate if the use of these drugs promotes some benefit when used in cases of Bothrops
alternatus snake envenomation in an experimental model of rabbit envenomation. Hematologic
tests, haemostasis tests including the thrombin generation assays biochemical tests and
histopathology of the skeletal striated muscles, lungs, liver, heart and kidneys were performed.
For this, 36 rabbits, New Zealand, were distributed in different experimental groups, namely:
G1- Group without induction of envenomation and treated with tranexamic acid; G2- Group
without induction of envenomation and treated with desmopressin, G3- Group without
induction of envenomation and treated with antibotropic serum; G4- Group B. alternatus
without treatment; G5- Group B. alternatus treated with tranexamic acid; G6- Group B.
alternatus treated with desmopressin; G7- Group B. alternatus treated with antibotropic serum;
G8- Group B. alternatus treated with antibotropic serum + tranexamic acid; G9- Group B.
alternatus treated with antibotropic serum + desmopressin. The experimental protocol consisted
of the inoculation of the venom via the superficial intramuscular in the thigh of the animals and,
therefore, each group received its respective treatment. The study shows that the venom of
snake B. alternatus acts on hemostasis and coagulation promoting an imbalance, since the
generation of thrombin was reduced in animals receiving venom. The drugs used did not
improve the hemostasis and the animals treated with tranexamic acid or desmopressin presented
thrombin generation also reduced and similar to the G4 group that received venom and was not
treated. All animals in the study receiving venom presented haemorrhage at the venom
inoculation site with inflammation and necrosis. It is inferred that the venom used in the study
promoted cell death in the skeletal striated musculature by apoptosis being positive for caspase-
3. In addition to local hemorrhage, several animals had pulmonary hemorrhage. Only the G4
group showed elevation of urea and creatinine levels, however, in the other groups no change
was observed. Elevated glucose and triglyceride levels were also observed in certain groups,
suggesting a metabolic imbalance. It is concluded that the drugs used in this study as
coadjuvants in the treatment of snakebite accidents by Bothrops alternatus are not beneficial to
the hemostatic system.

Key-words: snake envenomation; toxinology; Bothrops alternatus; critical care; hemostasis;
thrombin generation.
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1 INTRODUCAO

O ofidismo ¢ uma doenca tropical comum que faz parte da lista das doengas negligenciadas,
pois constitui um relevante problema de saude coletiva, com mortalidade mundial estimada em
cerca de 50.000 obitos por ano (Chippaux, 1998).

No Brasil, as serpentes da familia Viperidae sdo as principais envolvidas nos acidentes ofidicos
que podem culminar com complicagdes hemorragicas, lesdo renal aguda, perda funcional ou
amputacdo de membros posterior & necrose local, e até mesmo o 6bito (SINAN NET, 2016).

Segundo dados do Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagdo de Agravos de
Notificac¢do, no ano de 2015 foram notificados 18.565 casos de acidentes com serpentes. Deste
total, 13.373 (72,02%) foram causados pelo género Bothrops (SINAN NET, 2016), o que deixa
evidente que os acidentes ofidicos botropicos em humanos sdo os de maior ocorréncia no Brasil.
Apesar de nao existirem dados na literatura no contexto da medicina-veterinaria, os acidentes
com os animais, possivelmente seguem a epidemiologia humana.

Além disso, existem muitas crengas e mitos em relagdo ao manejo clinico dos animais
envenenados por serpentes, pois quase sempre ocorre um atraso ou ndo administracdo do soro
antiofidico na vitima (Santos et al., 2013).

A pesquisa de estratégias terapéuticas e farmacos que possam contribuir na antagonizac¢do dos
efeitos deletérios do veneno ofidico, especialmente, sobre a hemostasia sdo praticamente
inexistentes. Alguns farmacos apresentam acdes nas diferentes vias da cascata de coagulacao,
como exemplo, o acido tranexamico que ¢ utilizado nas situagdes com fibrindlise excessiva
(CRASH 2, 2010) e, o acetato de desmopressina, usado ha quatro décadas para o tratamento de
desordens sanguineas congénitas, pois promove a liberacdo de fatores de coagulagao (Fator VIII
e de von Willebrand) pelo endotélio vascular e aumenta a agregagdo plaquetaria (Desborough et
al., 2016). Estas alteracdes como o consumo de fatores da coagulacdo, ndo agregacdo
plaquetaria e¢ fibrindlise excessiva sdo os principais sinais clinicos do envenenamento por
serpentes do género Bothrops (Svensson et al., 2014).

No entanto, apesar de existirem inimeros trabalhos sobre a hemostasia no envenenamento
botropico, alguns aspectos ainda continuam obscuros, tais como a cinética da trombina pelos
indices da sua geracdo, que nunca foi estudada. Diante deste contexto, a investigagdo de
farmacos coadjuvantes para tratar alguns efeitos decorrentes do envenenamento, como as
hemorragias sdo de grande importancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial terapéutico de farmacos, como o acido
tranexamico e¢ a desmopressina, no envenenamento experimental por peconha de serpente
Bothrops alternatus, utilizando o coelho como modelo experimental.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o sistema hemostatico, por meio de provas de coagulacdo, e o teste de geragdo de
trombina, em coelhos apds envenenamento experimental por B. alternatus, tratados ou ndo com
soro antiofidico e/ou acido tranexamico ou desmopressina.

Avaliar o perfil sanguineo (exames hematoldgicos, bioquimicos) de coelhos apods
envenenamento experimental por B. alternatus, tratados ou ndo com soro antiofidico e/ou com
acido tranexdmico ou desmopressina.

Avaliar as alteragdes macro e microscopicas de diferentes orgdos ¢ tecidos de coelhos apods

envenenamento experimental por B. alternatus, tratados ou ndo com soro antiofidico e/ou com
acido tranexdmico ou desmopressina.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A HISTORIA DO OFIDISMO NO BRASIL

Foi Jodo Batista de Lacerda o primeiro no Brasil e provavelmente na America Latina, a dedicar-
se a medicina experimental. Em 1876, ingressou no Museu Nacional no Rio de Janeiro e fundou
o primeiro laboratorio de fisiologia e em colaboragdo com Louis Couty, discipulo de Vulpian,
pesquisou a origem do curare, plantas toxicas de nossa flora, o veneno de serpentes brasileiras ¢
reconheceu a jararacucu (Bothrops jararacussu). Verificou Lacerda a acdo hemolitica in vitro
do veneno da cascavel e a proteolitica e emulsionante de gorduras do veneno botropico. Em
outra pesquisa, constatou a inativagdo in vitro dos venenos ofidicos pelo permanganato de
potassio. Todavia, os resultados com o permanganato de potassio foram criticados por seu
colaborador Couty e foi considerado de pequeno ou nenhum valor no tratamento do ofidismo
(Lima et al., 2010).

Coube a Vital Brazil, criar a maior escola, de estudos e pesquisas sobre venenos animais ¢
envenenamentos causados por pegonhas. Vital Brazil testou numerosas plantas indicadas pela
medicina popular para o tratamento do ofidismo, porém sem obter éxito. No Brasil, no final do
século XIX, Vital Brazil reportou as diferengas clinicas entre envenenamentos por serpentes do
género Bothrops e Crotalus e testou farmacos da época em animais (Hawgood, 1992).

Vital Brazil teve conhecimento que Albert Calmette preparava no Instituto Pasteur de Lille
(Franga) um imunossoro contra o veneno ofidico, o serum antivenimeux, compreendendo que
este seria o caminho certo para o tratamento eficiente. Em 1897, no Instituto Bacteriologico,
junto de Adolpho Lutz, Vital Brazil reportou as diferengas clinicas entre envenenamentos por
serpentes do género Bothrops e Crotalus, relatando que o veneno botrépico provocava enorme
tumefacdo constituida de edema e hemorragia, seguido de lesdo tecidual. Uma vez verificada a
diferenga nas acdes dos venenos crotalico e botropico, Vital Brazil imunizou separadamente
animais com veneno de cascavel e jararaca. Verificou que o imunossoro obtido com a
imuniza¢do com o veneno de jararaca, muito ativo contra este veneno, era completamente
destituido de acdo preventiva ou curativa contra o veneno de cascavel. Verificou entdo, a
especificidade dos soros antiofidicos, concluindo que o serum antivenimeux de Calmette,
preparado com predominancia de veneno de Nagja, era incapaz de neutralizar o veneno de
cascavel e quase inativo contra o veneno de jararaca. Vital Brazil foi, portanto, pioneiro em
nosso pais, na produ¢do de soro antiofidico. Assim, desde o desenvolvimento do soro
antiofidico, esse continua até hoje sendo uma das principais condutas no tratamento especifico
nos acidentes ofidicos para a neutralizagdo dos efeitos sist€émicos (Leon et al., 2013).

Além das pesquisas com soro antiofidico, Vital Brazil realizou outras pesquisas sobre a
identificacdo de serpentes, doses médias mortais, diferencas de respostas clinicas nos animais
domésticos e apos inje¢do em diferentes vias de inoculagdo. Vital Brazil juntamente com Rangel
Pestana e Gastdo Rosenfeld relataram que animais inoculados com venenos das Bothrops,
Crotalus e Lachesis, o sangue encontrava-se sempre fluido, incoagulavel (Vital Brazil, 1935).

O desenvolvimento dos farmacos inibidores da enzima conversora de angiotensina - IECA- foi
elaborado a partir do conhecimento de componentes do veneno de serpente B. jararaca, mas
isto precedeu a descoberta da bradicinina por Rocha e Silva et al. (1949).

Em estudo histdrico realizado em caes e cobaias, Rocha e Silva et al. (1949) descobriram que o
peptidio bradicinina que causava a hipotensdo que ocorria apos o envenenamento por Bothrops
jararaca. Durante a década de 1960, Ferreira que era colaborador de Rocha e Silva demonstrou
que este peptidio potencializador das bradicininas, que era o componente presente no veneno
das serpentes Bothrops jararaca que estimulava a liberagdo das bradicininas (Ferreira, 1998).
Mais tarde em 1975 foi sintetizado o captopril a partir deste conhecimento cientifico basico.
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Diversos farmacos comercializados e outros ainda em estudo que atuam sobre a hemostasia e
coagulac@o, tiveram origem em componentes de venenos de serpentes (Assafim et al., 2016).

Uma das ultimas pesquisas de Vital Brazil foi sugerida pelo emprego na Frangaa do veneno de
Naja no tratamento da dor, principalmente de origem neoplasica, com resultados promissores.
Vital Brazil selecionou o veneno de cascavel (Crotalus durissus terrificus) preparando ampolas
diluidas com soro fisioldgico e distribuindo aos médicos que solicitavam para o tratamento da
dor. Em 1993, Giorgi et al., relataram uma substancia de pequena massa molecular na pegonha
de cascavel com atividade analgésica (Giorgi et al. 1993).

3.2 SERPENTE Bothrops alternatus (Duméril, Bibron e Duméril, 1854)

A serpente B. alternatus, conhecida como urutu-cruzeiro, cruzeira ¢ uma serpente muito temida
no sul e centro-sul do Brasil, provavelmente por ser uma das maiores produtoras de veneno,
podendo chegar a 380mg por extragdo (Aratijo e Belluomini, 1960). E um animal corpulento
que pode ultrapassar 1,5m de comprimento. Possui manchas dorsolaterais caracteristicas em
forma de gancho ou ferradura de cor castanho-escura. Vive nos campos e outras areas abertas
desde o sul de Goias até o Paraguai, Argentina e Uruguai (Fig. 1).

Figura 1. Serpente Bothrops alternatus (Foto: Arquivo Professora Marilia Martins Melo)

3.3 COMPONENTES DO VENENO DE SERPENTES DO GENERO Bothrops

3.3.1 Metaloproteinase, Serinoproteinases, Fosfolipases e Lecitinas tipo C: Efeitos sobre a
hemostasia e mionecrose

Amostras de veneno de B. alternatus de 62 serpentes de varias regioes do Brasil, incluindo o
estado de Minas Gerais, foram analisadas. O perfil eletroforético dessas amostras revelou, em
geral, 15 bandas (entre 67 e 28 kDa), entretanto, somente trés bandas conservadas em todas as
amostras (de 55, 27 e 14 kDa). Também foi demonstrada a grande variabilidade de bandas entre
30 kDa e 57 kDa (Rocha e Furtado, 2005).

O veneno das serpentes do género Bothrops possui constituintes complexos de natureza proteica
e ndo proteica. Os principais constituintes toxicos sdo metaloproteinases (dependentes do metal
zinco para sua agdo), serinoproteinases, fosfolipases A, (PLA)), lecitinas tipo C e outros
constituintes nao protéicos (Escalante et al., 2003; Pérez et al., 2007; Escalante et al. 2011;
Sajevic et al., 2011; Markland Jr e Swenson, 2013; Serrano, 2013).

As toxinas do veneno podem ter atividades proteolitica, pro-coagulante, anticoagulante,
hemorragica (local e sistémica) nos sitios e adjacéncias da inoculagdo do veneno (Escalante et
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al., 2003; Gutiérrez et al., 2005; Escalante et al., 2011; Markland Jr e Swenson, 2013; Serrano,
2013). Por volta de 1881, foi demonstrado que o veneno de serpente poderia ser proteolitico e
somente em 1960 que se comprovou a presenca de metaloproteinases. Somente mais
recentemente com o avango da protedmica demonstrou-se melhor a constitui¢do das SVMPs nos
venenos de viperidios, além da estrutura cristalografica (Fox e Serrano, 2008). Deve ser
ressaltado que as metaloproteinases constituem os principais componentes toxicos do veneno de
serpentes Bothrops (Gutiérrez et al., 2016).

Além destas fragdes classicas do veneno das serpentes, outras enzimas com atividade
toxicologica como L-amino oxidases estdo presentes contribuindo com o quadro clinico dos
envenenamentos. Foi isolada no veneno de B. alternatus uma L-amino oxidase com massa
molecular de 66 kDa, que possui discreto efeito sobre plaquetas e induz edema em pata de ratos
(Stabeli et al., 2014).

3.3.2 Metaloproteinases (SVMPs)

As SVMPs sido subdivididas em trés classes, a saber: P-I: contém apenas um dominio
metaloproteinase; P-II: contém dominios metaloproteinases e desintegrinas; PIII: contém
dominios metaloproteinases, tipo desintegrinas, ricos em cisteina, podendo ainda ter lecitina tipo
C. As SVMPs possuem massa molecular em sua maioria entre 40 a 67 kDa, aproximadamente.
Nas serpentes jovens, ha um predominio de metaloproteinases P-III, sendo estas com efeitos
predominantemente hemorragicos ao passo que serpentes adultas, ha um predominio de
metaloproteinases da classe P-I, que promove mais efeitos locais (Escalante et al., 2011;
Markland Jr e Swenson, 2013).

Esta variagdo das classes de SVMPs entre serpentes jovens e adultas ocorre especialmente
devido ao tipo de alimentagdo destes animais. As serpentes jovens em geral alimentam-se,
sobretudo de presas ectotérmicas e as adultas por presas endotérmicas (Antunes et al., 2010).
Adicionalmente, pode haver diferenca inclusive dentro do género Bothrops, sendo o motivo de
o soro antibotropico no Brasil ser composto por um pool de veneno de diferentes espécies ¢
idades de serpentes, como B. jararaca, B. alternatus, B. moojeni, B. neuwiedi € B. jararacussu
(Queiroz, 2008).

As SVMPs podem exercer as seguintes acdes sobre a hemostasia: atividade fibrinogenolitica,
devido a presenga de SVMPs das classes P-I1 e P-II do veneno de B. alternatus; atividade
fibrinolitica (fibrinélise excessiva), ativagdo de fator II (protrombina) e ativa¢do de fator X
(fator X forma um complexo entre protrombina e com o fator V), segundo Costa et al., (2007).

A destrui¢ao da matriz extracelular é um ponto chave na ocorréncia de hemorragias locais, que
sdo decorrentes das enzimas SVMPs que facilitam o efluxo de sangue de dentro dos capilares
(Escalante et al., 2003; Gutiérrez et al., 2005; Sajevic et al., 2011; Gutiérrez et al., 2016).
Queiroz ¢ Petta (1984) reportaram a ocorréncia de hemorragia no local de inoculagdo de
veneneo de B. alternatus em cerca de 10 minutos.

A jararragina ¢ uma tipica SVMP P-IIL, com 52 kDa e 421 aminodcidos que foi purificada do
veneno de B. jararaca no inicio da década de 1990 (Paine et al., 1992). A jararragina induz
hemorragia pulmonar em camundongos sem alterar os testes de coagulagdo de triagem e
independentemente da interagdo com as serinoproteases devido o dano microvascular (Escalante
et al.,2003).

Uma outra SVMP da classe P-III com massa molecular de 55 kDa, isolada do veneno de B.
alternatus da regido noroeste da Argentina, foi denominada como baltergina. Esta enzima ¢
capaz de atuar tanto sobre o sistema hemostatico gerando hemorragia pulmonar, quanto sobre a
integridade capilar (Gay et al., 2009).

20



Costa et al. (2007) isolaram duas SVMPs do veneno de B. alternatus das classes P-I e PII, com
massa molecular de 29 e 36 kDa, respectivamente, com atividade fibrinogenolitica (inibida por
fenantrolina). Esta atividade fibrinogenolitica atua, principalmente, sobre a cadeia alfa do
fibrinogénio, discretamente na cadeia beta e ausente na cadeia gama. A enzima da classe P-II
possui maior atividade sobre o fibrinogénio do que a P-I, demonstrando maior atividade
anticoagulante.

As SVMPs degradam o colageno tipo IV presente na membrana basal do subendotélio
evoluindo com a ruptura do endotélio vascular (Bjarnason e Fox, 1994). Em ampla revisdo,
Gutiérrez et al. (2016) esclareceram os dois principais mecanismos fisiopatologicas de
hemorragia provenientes das SVMPs. Um dos mecanismos denominado per rexis que é devido
a lesdo capilar em musculatura estriada esquelética e o segundo per diapedesis ocorrem em
vénulas e em outros sistemas organicos pelo alargamento de jungodes intercelulares.

Adicionalmente, as SVMPs podem promover alteragdes qualitativas e quantitativas plaquetarias
como reportado por Kamiguti et al. (2005) e clivagem do fator de von Willebrand em
multimeros ndo hemostaticamente ativos (Kamiguti et al., 1996). Também pode haver um
grande consumo plaquetario devido a adesdo destas nas microlesdes no endotélio (Kamiguti et
al., 1991). Gutierrez et al. (2016) reportaram que as alteragcdes in vivo sobre agregacgdo
plaquetaria e sobre o fator de von Willebrand precisam ser melhores esclarecidas
fisiopatologicamente.

Foi demonstrado que ar-macroglobulinas plasmaticas de coelhos podem inibir proteases como
as SVMPs P-III de B. jararaca com moderada eficiéncia (Kawano et al., 2002). Todavia em
ratos, as op-macroglobulinas plasmaticas inibem, somente, parcialmente as SVMPs P-III de B.
Jjararaca, mas conseguem inibir as SVMPs da classe P-I de B. asper (Escalante et al., 2003 ¢
2004). Isto explica que as SVMPs da classe P-I promovem somente hemorragia no local da
picada, pois sdo inativadas quando caem na corrente sanguinea sistémica, ao passo que as
SVMPs de classe P-II e P-III ndo sdo inibidas pelas macroglobulinas plasmaticas (Escalante et
al., 2004; Gutiérrez et al., 2016).

3.3.3 Serinoproteinases (SVSPs)

As SVSPs do veneno de serpente (enzimas com agdes do tipo tripsina) estdo abundantemente
presentes no veneno de serpentes Bothrops e apresentam massa molecular geralmente entre 20 e
40 kDa. Estas enzimas podem causar um desbalango no sistema hemostatico atuando sobre o
sistema calicreina-cinina, e sobre a agregacdo plaquetaria como a PA-BJ isolada do veneno de
B. jararaca que ativa plaquetas via clivagem PAR 1. Atua sobre a coagulagido sanguinea, com a
ativacdo de protrombina, fator X, fator V; fator VII e também pode agir sobre a proteina C
(proteina C atividade anticoagulante inibindo complexo tenase). Ainda possuem a capacidade de
ativar o plasminogénio com aumento da fibrindlise, degradacdo do fibrinogénio e da fibrina e
inativagdo de serpinas (Pérez et al., 2007; Serrano, 2013).

Dentro da classe das SVSPs, hd um grupo de enzimas que apresentam em torno de 33% de
homologia com a trombina (thrombin-like), exercendo assim algumas func¢des similares a
trombina. Contudo, ndo ativam o fator XIII, gerando coagulos instaveis bem como induzem
diretamente a clivagem do fibrinogénio em mondmeros de fibrina, por exemplo, a botrombina e
batroxobina (Sajevic et al., 2011).

Foi isolada do veneno de B. alternatus uma SVSP com massa molecular de 32 kDa pela técnica
de SDS-PAGE. Esta enzima possui semelhanga com SVSPs isoladas de outras serpentes do
género Bothrops. Neste mesmo estudo também foram identificadas duas SVSPs do veneno de
B. moojeni com massa molecular de 32 kDa e outra com 35 kDa. As enzimas das duas espécies
de serpentes isoladas in vitro foram capazes de coagular plasma humano, sendo a dose
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coagulante minima da toxina da B. moojeni inferior ao da B. alternatus. As toxinas com massa
molecular de 32 kDa, de ambas as espécies, foram capazes de clivar o fibrinogénio em cadeias
alfa e beta e, a de massa molecular de 35 kDa, clivar somente em cadeia alfa. A sequéncia de
aminoacidos das enzimas isoladas com peso de 32 kDa possui grande homologia com a
encontrada no veneno de B. jararaca. A enzima de 35 kDa proveniente da B. moojeni possui
aproximadamente 80-85% de identidade com a batroxobina e a botrombina (Oliveira et al.,
2013).

3.3.4 Fosfolipases A, (PLA>)

As PLA; sdo enzimas presentes nos venenos das serpentes Bothrops, sendo mantido um padrio
conservativo no veneno de espécimes de B. alternatus da maioria das regides do pais. Possui
massa molecular entre 13 e 16 kDa (Rocha e Furtado, 2005). As PLA; hidrolizam diversos tipos
de lipidios e atuam na interface lipidio-dgua das membranas biologicas, desestabilizando as
membranas lipidicas (Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995).

As PLA; sdo responsaveis por sintese ¢ remodelagem de membranas. Tem sido demonstrada
sua hiper-expressdo em varias doengas cronicas. Sao subdivididas em PLA, de alta e baixa
massa molecular, sendo as de baixa massa presente nos venenos de serpentes. As PLA, de baixa
massa podem ser subdivididas em duas familias: uma, presente nos venenos de serpentes da
familia Elapidae e, outra, na Viperidaec. O calcio, importante na coagulacdo e hemostasia,
também se torna fundamental para a adequada atividade catalitica destas enzimas.
Adicionalmente, hd homodlogos de PLA, presentes nos venenos de diversas serpentes, que
embora tenha sua atividade catalitica prejudicada, exercem outras atividades biologicas toxicas.
Foi descrito no veneno de B. alternatus uma PLA; isolada por espectrometria de massas com
massa molecular de 13,9kDa. Esta toxina promoveu em ratos mionecrose € in vitro bloqueio
neuromuscular (Ponce-Soto et al., 2007).

De modo geral, estas PLA, tém atividades ancestrais digestivas e a capacidade de induzir
diferentes efeitos miotoxicos, sendo estes efeitos locais ou sistémicos. Também levam a efeitos
hemoliticos, miotoxicos, neurologicos, pro-inflamatorios, sendo esses trés ultimos os mais
relacionados a estas substancias (Montecucco ef al., 2008; Mamede et al., 2016). Mamede ef al.
(2016) reportaram intensa atividade hiperalgésica e edematogénica provenientes das PLA; e
SVMPs, sendo tais efeitos observados no veneno de B. alternatus inferiores, quando
comparados ao veneno de B. moojeni.

Em relagao a atividade hemolitica, foi relatado que as PLA; provenientes de serpente Micrurus
fulvius (presente somente nos Estados Unidos) possui ampla atividade hemolitica demonstrada
em ratos e¢ cdes (Arce-Bejarano er al., 2014). A atividade neurotdxica em neur6nio motor
inferior pode ser exemplificada como o que ocorre em acidentes elapidicos por Micrurus spp. Ja
em relacdo ao efeito miotoxico, as PLA, estdo envolvidas na necrose e inflamagdo da
musculatura estriada esquelética local e sist€émica, tendo como exemplo a rabdomidlise no
envenenamento crotalico e, a mionecrose no local da picada que pode evoluir com complicagdes
e perda do membro, no envenenamento botropico (Montecucco et al., 2008; Mamede ef al.,
2016).

Assim, as PLA; de veneno de serpentes ndo apresentam um efeito diretamente sobre a
hemostasia e a coagulacdo, porém, o efeito inflamatorio local e sistémico pode favorecer a
atuacdo das SVMPs sobre os vasos sanguineos (Gutiérrez ef al., 2016).
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3.3.5 Lecitinas tipo C

As lecitinas tipo C e proteinas semelhantes as lecitinas estdo presentes nos venenos de diversas
espécies de serpentes podendo apresentar atividade anticoagulante ou prd-coagulante; pro-
agregante plaquetdrio ou antiagregante plaquetario por diversos mecanismos conforme
amplamente revisado por Ogawa et al., (2005). Sdo proteinas presentes em torno de 10 a 15%
no veneno das serpentes Bothrops spp. Em torno de 1% podem ser substincias como a
botrojaracina e a botroalternina com aproximadamente 27 kDa (Arocas et al., 1996; Castro et
al., 1998; Monteiro e Zingali, 2000). Estas substancias foram descritas, respectivamente, nos
venenos de B. jararaca e posteriormente no veneno de B. alternatus e sdo imunologicamente
relacionadas (Castro et al., 1998). Segundo Assafim et al. (2016), a botrojaracina é capaz de se
ligar a trombina e também a protrombina, reduzindo assim a formag¢do da trombina com grande
potencial farmacologico, pois, in vivo, quando administrada isoladamente apresentou brandos
efeitos toxicos. A botroalternina também ¢ um inibidor da trombina em induzir agregacdo
plaquetaria, tal qual a botrojaracina, porém menos eficiente que a primeira (Castro et al., 1998).

3.4 MIONECROSE

Os componentes toxicos do veneno de serpentes do género Bothrops induzem graves alteragoes
no local de inoculagdo do veneno. Gutiérrez et al. (1984) descreveram a primeira miotoxina,
uma PLA, em veneno de B. asper. Atualmente, sabe-se que estas alteracdes locais ocorrem
pelas diversas toxinas do veneno atuando de forma sinérgica, sobretudo pelas SVSPs
dependentes de zinco ¢ PLA; miotoxicas do veneno (Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995; Mamede et al.
2016). As alteragcGes locais surgem de forma hiperaguda com edema, hemorragia, mionecrose.
Tais alteragdes ja sdo conhecidas ¢ bem documentadas, porém ainda com algumas lacunas
(Gutiérrez et al., 1980; Queiroz e Petta, 1984 Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995).

A intensidade destes efeitos locais pode variar de acordo com a espécie de Bothrops. O veneno
da espécie de serpentes B. moojeni causa lesdes locais cinco vezes mais intensos que das
serpentes B. alternatus. Estes efeitos miotoxicos ocorrem com o sinergismo dos diferentes
mecanismos inflamatorios. A miotoxicidade gerada pelo veneno de B. moojeni ¢ mediada
primariamente pelas PLA, (Mamede et al., 2016).

A intensidade de regeneragdo muscular também depende do grau de lesdo produzido no local
podendo entre um e dois meses haver a recuperacdo com cicatriz, conforme demonstrado em
camundongos. Ha casos que ndo ha total recuperacdo do tecido muscular, sendo esse substituido
por tecido fibroadiposo com poucas fibras musculares (Queiroz ¢ Petta, 1984). Foi previamente
reportado que a atividade mionecrosante do veneno de B. alternatus pode ser inferior quando
comparado ao de outras serpentes botropicas (Rocha e Furtado, 2005). As lesdes causadas pelo
veneno de B. alternatus, por terem uma maior quantidade de SVMP de classe P-1II, podem ter
uma melhor recuperagdo quando comparadas as de outras espécies de Bothrops (Garcia Denegri
et al., 2016). Entretanto, mesmo pequenas doses do veneno como uma dose de 80 pg de veneno
bruto de B. alternatus inoculada em musculatura tibial de camundongos foi capaz de induzir
intensa hemorragia no local em aproximadamente 10 minutos apos a inoculagdo e
adicionalmente 24h apos, ja havia sido instalada grave mionecrose (Queiroz e Petta, 1984).

Do mesmo modo, doses de 50 ug de veneno de B. alternatus administradas em musculo
gastrocnémio de camundongos, causaram graves alteracdes na vasculatura local culminando
com hemorragia e marcante inflamagdo. A hemorragia e a inflamagao apresentam relagao com a
dose administrada, sendo maior quando administrados 100 ug de veneno por animal. A necrose
ocorreu de forma similar apds administragcdo de ambas as doses de veneno e 28 dias depois
ocorreu a cicatrizagdo. Este estudo também reporta a redugdo dos capilares sanguineos da
musculatura estriada esquelética apds a hemorragia. Nos primeiros trés dias, a densidade capilar
na musculatura foi menor na maior dose do veneno, porém, do sétimo ao 28° dia, na maior dose
do veneno, houve uma maior formagao de novos capilares (Garcia Denegri et al., 2016).
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Gutiérrez et al. (1980), apds a administracdo de 50 pug do veneno de B. asper em camundongos,
observaram microscopicamente mionecrose a partir de 3h apos a inoculagdo do veneno e
elevacdo da enzima creatinofosfoquinase (CK), demonstrando efeito mionecrdtico intenso e
hiperagudo. Em ampla revisdo, Gutiérrez ¢ Lomonte (1995) reportam que a membrana
plasmatica da musculatura estriada esquelética ¢ uma das primeiras estruturas a ser afetada pelas
miotoxinas.

Assim, os efeitos sobre a hemostasia e sobre a musculatura oriundos das diversas toxinas que
compdem o veneno das serpentes do gé€nero Bothrops sdo decorrentes, principalmente, da
interagdo entre estes componentes, embora isoladamente também possuam efeitos toxicos.

3.5 SISTEMA HEMOSTATICO E HEMOSTASIA

Participam do sistema hemostatico, o endotélio vascular, plaquetas e fatores de coagulagdo. Para
um entendimento didatico, divide-se a hemostasia em trés fases: (a) primaria, com énfase na
atividade plaquetaria; (b) secundaria, com o envolvimento dos fatores de coagulagdo
propriamente dito, culminado na formag@o do coagulo de fibrina; e (c) terciaria ou fibrindlise,
que consiste na degradagdo por um sistema fibrinolitico.

A hemostasia é entendida como uma série de eventos fisioldgicos que visam manter o sangue
em estado fluido no interior dos vasos sanguineos, ¢ deste modo, impedir o seu extravasamento
ou formacdo de trombos. Para que isto ocorra de modo efetivo, € necessario um equilibrio entre
fatores pro-coagulantes e anticoagulantes (Smith, 2010).

O mecanismo tradicionalmente aceito pelo qual se da a coagulagdo foi descrito pela classica
“cascata da coagulac@o”, proposta em 1964 por MacFarlane, Davie ¢ Ratnoff. Segundo este
modelo classico, a ativagdo do sistema de coagulagdo compreende duas vias distintas, a saber: a
via extrinseca, que inclui elementos usualmente ausentes do espago intravascular, ¢ a via
intrinseca, a qual apenas componentes intravasculares. Ambas as vias convergem para uma via
comum a partir da ativacdo do fator X. A ativacdo da via extrinseca inicia-se quando o FVII
plasmatico ¢ ativado na presenca do fator tissular (FT), formando o complexo fator VIIa/FT, o
qual ativa o fator X. O fator Xa, em conjunto com o fator Va (ativado por tracos de trombina),
Ca*+ e fosfolipides de carga negativa, forma o complexo protrombinase, o qual converte o fator
I (protrombina) em Ila, desencadeando a geracdo de trombina e, subsequentemente, a
transformacao do fibrinogénio (fator I) em fibrina. A via intrinseca, por sua vez, ¢ iniciada pela
ativacdo do fator XII, quando da exposi¢do do sangue a uma superficie com carga elétrica
negativa. Uma vez ativado, o FXlla, este ativa o fator XI, o qual ativa o fator IX; este, na
presenga de fator VIlla (o qual é ativado por tracos de trombina) e de ions calcio, forma o
complexo tenase, capaz de ativar o fator X, transformando-o em FXa, iniciando-se a partir dai a
via comum que também culminara na gera¢do de trombina e formacéo de fibrina (Franco, 2001;
Zago et al., 2013) (Fig. 2).
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Figura 2. Modelo classico da cascata de coagulacdo. Compilado de Blaya et al. (1998).
TPL = fator tecidual FT.

Durante o processo de conversdo da protrombina (fator II) em trombina (Ila), o fator Xa quebra
uma ligacdo peptidica, produzindo dois residuos: um fragmento aminoterminal denominado
fragmento 1+2 e um fragmento carboxiterminal, que contém o sitio ativo, denominado
pretrombina 2. Este ultimo fragmento sofre uma clivagem pelo fator Xa e se transforma na
trombina. A trombina ¢ desligada do fragmento 1+2 da protrombina (F1+2) e, desse modo, ndo
permanece ligada a superficie fosfolipidica, ficando livre no plasma (Scazziota e Altman, 1996).

O conceito de cascata representou um importante avango no entendimento da coagulagdo e
figurou, por décadas, como um modelo de grande valor e utilidade, o qual ¢ ainda utilizado para
explicar o principio das reagdes in vitro que ocorrem nos testes de triagem da coagulagao, tais
como tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada.

No entanto, varios fenomenos da hemostasia observados in vivo levaram a concepcao de que tal
modelo ndo era capaz de explica-los satisfatoriamente (Riddel, 2007). Considerou-se pouco
provavel, por exemplo, que as vias intrinseca ¢ extrinseca operem como caminhos redundantes ¢
independentes, sendo aceito que todos os fatores da coagulagdo se interrelacionam (Hoffman,
2003b; Kaushansky et al, 2010). Enfim, muitas duvidas pairavam sobre varias altera¢Ges
hemostaticas que acontecem in vivo. Entre estas duvidas, constam algumas perguntas cléssicas:
Por que portadores de hemofilia tipo A (deficiéncia do fator VIII da coagulag¢do) sangram
mesmo tendo uma via extrinseca que teoricamente supriria uma deficiéncia na via intrinseca?
Por que a administragdo de fator da coagulagdo VII pode promover hemostasia em pacientes
com hemofilia tipo A? Por que a deficiéncia do fator da coagula¢do XII ao invés de gerar
hemorragia pode causar trombose? (Hoffman e Monroe, 2001; Hoffman, 2003; Hoffman e
Monroe, 2007).

Diante de tantas duvidas relacionadas ao modelo classico da hemostasia, em 2001, Hoffman e
Monroe propuseram um novo modelo da hemostasia, respondendo a varias perguntas que o
modelo tradicional ndo esclarecia. O modelo da hemostasia baseado em superficies celulares
evidencia como “chave na hemostasia” a participagdo do fator tecidual (FT) ou fator III presente
nas membranas de células como monocitos, fibroblastos e plaquetas e coloca a hemostasia
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intensamente controlada pela geragdo da trombina. Neste modelo, divide-se didaticamente a
hemostasia em iniciagdo, amplificagdo e propagagdo, embora estes eventos ocorram
praticamente simultaneamente e por ultimo a finalizacao, etapa representada pela fibrindlise que
tem por objetivo o restabelecimento do fluxo sanguineo (Hoffman e Monroe, 2001; Hoffman,
2003; Hoffman e Monroe, 2007).

3.5.1 PRINCIPAIS COMPONENTES ENVOLVIDOS NA HEMOSTASIA
3.5.1.1 Endotélio vascular

Pesquisas com énfase em endotélio rendeu a varios pesquisadores o prémio Nobel de Medicina,
tamanha a sua importancia (Ignarro et al., 1987). O endotélio vascular, no passado, era
considerado apenas como uma barreira fisica, porém, atualmente ja se sabe que o endotélio
participa ativamente da hemostasia tendo fung¢des pro-coagulantes e anticoagulantes. O
endotélio também possui outras fungdes no organismo nao relacionadas a coagulagdo tais como
regulacdo da pressdo arterial e na vasodilatacdo mediante a liberagdo de Oxido nitrico, na
aterosclerose e na migragdo de particulas de tamanhos e pesos moleculares diversos (Furchgott
e Zawadzki, 1980; Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1988; Carvalho et al., 2001).

O endotélio esta localizado revestindo a luz dos vasos sanguineos, o qual € constituido de uma
camada intima, uma camada média e uma camada externa. Na camada média ha presenga de
colageno, células musculares lisas e fibroblastos. Na camada externa, hd a presenca de tecido
conjuntivo. Dentro do vaso sanguineo, o fluxo do sangue exerce uma forga de cisalhamento ou
shear stress sobre as células endoteliais estimulando a produgdo de 6xido nitrico, pela enzima
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (Furchgott ¢ Zawadzki, 1980; Ignarro et al., 1987,
Palmer et al., 1988).

Em condigdes fisiologicas, as células ndo se aderem ao endotélio, mantendo um fluxo sanguineo
laminar. A forga de cisalhamento que as células circulantes exercem sobre o endotélio mantém
uma liberagdo bem regulada de 6xido nitrico que contribui para o relaxamento do endotélio e
para que ndo ocorra a adesdo de células bem como a ativagdo de plaquetas (Furchgott e
Zawadzki, 1980; Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1988).

Quando ocorre qualquer lesao neste endotélio com exposicdo do subendotélio e camada média,
plaquetas e outras células que participam da inflama¢do migram imediatamente para aquela
regido, devido a exposicdo de componentes endoteliais como o colageno ¢ o fator de von
Willebrand (Stokes e Granger, 2012). Quando ocorre lesdo endotelial, a coagulagdo sanguinea ¢é
ativada, devido a exposicdo do sangue ao fator tecidual da coagulagdo ou fator III (Hoffman e
Monroe, 2001; Hoffman, 2003; Hoffman ¢ Monroe, 2007). Este fato justifica o motivo pelo qual
pacientes com enfermidades que cursam com lesdes do endotélio como a aterosclerose e outras
doengas altamente inflamatorias estdo predispostos a ocorréncia de trombose, devido ao estado
de hipercoagulabilidade consequente a injaria endotelial (Stokes e Granger, 2012).

No endotélio vascular estdo presentes diversos componentes com atividades pré-coagulantes
como o fator VIII e o fator de von Willebrand (o fator de von Willebrand também transporta o
fator VIII), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e o fator tecidual ou fator III.
Paradoxalmente, no endotélio estdo presentes diversos componentes anticoagulantes como o
sulfato de heparan, que é um cofator da antitrombina e que potencializa a sua acdo;
trombomodulina, prostaciclina I, 6xido nitrico, ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-
PA) e o inibidor da via do fator tecidual (TFPI) (Ghoshal e Bhattacharyya, 2014).
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3.5.1.2 Plaquetas

As plaquetas foram descobertas no final do século XIX e por muito tempo suas fungdes nao
foram bem definidas. Elas participam ativamente da hemostasia e também desempenham
marcante atividade no processo inflamatdrio e na defesa contra patdgenos, como reportado mais
recentemente (Stokes e Granjer, 2012; Ghoshal e Bhattacharyya, 2014). As plaquetas tém papel
essencial na hemostasia primaria ou fase vasculo plaquetaria, formando um plug no local de
lesdo vascular, o qual é posteriormente coberto por uma rede de fibrina formando o trombo
(Ghoshal e Bhattacharyya, 2014).

As plaquetas possuem diametro entre 2 a 4uc e sdo produzidas na medula éssea por um
processo de endomitose de megacariocitos apds estimulo da trombopoietina. As plaquetas sdo
compostas de membrana bicamada fosfolipidica contendo receptores glicoproteicos para
funcdes de adesdo GP Ib/IX/V/VI e agregagdo GP IIb/Illa e receptores ativados por proteases,
PAR, havendo os tipos PAR-1 (VU et al. 1991); PAR-3 presentes somente em murinos
(Sambrano ef al. 2001) e PAR-4 (Kahn ef al. 1998; Nakanish-Matsui et al., 2000).

No interior das plaquetas ha uma miriade de substidncias hemostaticamente ativas contendo
granulos denominados como densos ¢ o. No interior das plaquetas também s3o armazenadas
pequenas quantidades de trombina, que poderdo ser utilizadas na inicializagdo da coagulagdo e
ainda a presenca de lisossomas, mitocOndrias e reticulo endoplasmatico (Vendramin et al.,
2006; Blair e Flaumenhaft, 2009; Ghoshal e Bhattacharyya, 2014).

3.5.1.3 Granulos densos plaquetarios

Os granulos densos plaquetarios recebem este nome por apresentarem-se eletrodensos a
microscopia elétronica (Boudreaux, 2010). Eles sintetizam e ou armazenam serotonina,
histamina, calcio, magnésio, fosfatos inorganicos, ADP ¢ ATP (Boudreaux, 2010; Ghoshal ¢
Bhattacharyya, 2014).

3.5.1.4.Granulos o plaquetarios

Os granulos a estdo em maior quantidade que os granulos densos nas plaquetas. Eles sdo
capazes de sintetizar e ou armazenar alguns componentes como fatores de coagulacao V, VIII,
XI e XIII; trombina, fibrinogénio, proteinas de adesdo, B-trombomodulina, fator plaquetario-4 -
PF-4- proteina S, PAI-1 e fatores de crescimento como o fator de crescimento derivado de
plaquetas - PDGF; fator de crescimento de fibroblasto - FGF; fator de crescimento epitelial -
EGF; fator de crescimento de endotélio vascular - VEGF, glicoproteinas GPIb-IX-V, GPIIb-
IIla, PECAM-1, receptor de vitronectina e GPIV (Blair ¢ Flaumenhaft, 2009; Boudreaux, 2010;
Ghoshal e Bhattacharyya, 2014).
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3.5.2 HEMOSTASIA BASEADA EM SUPERFICIES CELULARES E O PAPEL DE
ALGUNS FATORES DA COAGULACAO

3.5.2.1 Trombina (fator Ila)

A trombina ou fator da coagulacdo Ila é uma serinoprotease da familia das quimiotripsinas que
¢ dependente da vitamina K para que seja ativada na via metabolica hepatica denominada como
gamacarboxilacdo oxidativa semelhantemente aos fatores VII, IX e X que também precisam
desta ativagdo (Danckwardt et al. 2013). O precursor da trombina ¢ o seu zimogénio, a
protrombina. Apds pequenas quantidades de trombina gerada o sistema de coagulacdo ird se
amplificando. Somente havera uma burst de geracdo de trombina para propagar a coagulagio
apos a protrombina ser clivada pelo complexo protrombinase formada pelo fator de coagulagao
Xa e Va e pelo complexo tenase formados pelos fatores IXa ¢ VIIla na presenca de Ca™ na
superficie plaquetaria (Hoffman e Monroe, 2001; Hoffman, 2003; Hoffman e Monroe, 2007). A
trombina tem multiplas fungdes, sendo a sua geragdo o passo “chave” no processo da
hemostasia. Por ser um dos pontos mais importantes da hemostasia e coagulagdo, diversas
toxinas animais e, principalmente, toxinas presentes nos venenos de diversas espécies de
serpentes atuam justamente na conversao da protrombina em trombina (Kini, 2005).

A trombina atua como pro-coagulante catalisando a conversdo do fibrinogénio em mondomeros
de fibrina liberando os fibrinopeptideos alfa e beta e a ativagdo do fator de coagulagao XIII, que
ird tornar o coagulo de fibrina, antes hidrossoluvel, em um coagulo formado por ligacdes
covalentes, mais estavel e insoluvel. O fator XIII, diferentemente das outras proteinas da
coagulagdo que sdo serinoproteases, ¢ uma transglutaminase (Weisel, 2005). A trombina ira
também ativar os fatores V e VIII, fundamentais para a formagdo do complexo protrombinase ¢
tenase que garantirdo a amplificagdo e propagagdo da coagulagdo. Adicionalmente, a trombina
ativa as plaquetas via receptores ativadores de proteases PAR-1 ¢ PAR-4 (Di Cera, 2008;
Danckwardt ef al. 2013).

A regulacdo negativa da trombina se da principalmente pela antitrombina III e serpinas.
Paradoxalmente a atividade prd-coagulante, a trombina realiza um feed-back negativo se
ligando a trombomodulina nas células do endotélio e ativa a proteina C, que atuara inibindo a
ativagdo do fator V ¢ VIII, sendo uma forma de reduzir a ativa¢do da coagulagdo (Esmon ef al.,
1981; Fulcher et al., 1984; Guinto et al., 1984). A trombina, apesar de ser uma protease
fundamental para o adequado funcionamento do sistema hemostatico, também participa
efetivamente em outras condi¢des fisiologicas e patologicas. Conforme ampla revisdo realizada
por Danckwardt ef al. (2013), a trombina também participa do desenvolvimento embrionario,
angiogénese, inflamagdo aguda e cronica, aterosclerose, ativacdo do sistema do complemento ¢
no desenvolvimento tumoral.

3.5.2.2 Fator tecidual (FT) e Fator VII

O FT ou fator III ¢ uma proteina transmembranica ¢ estd presente nas plaquetas, monocitos,
c¢lulas de miisculo liso e em fibroblastos ao redor do leito vascular (Boudreaux, 2010).

Estudos tém demonstrado que durante a fase de cicatrizagdo ¢ remodelamento de feridas, ao
redor dos neovasos hd pouca expressdo do fator tecidual, sendo o motivo que tecidos de
granulacdo sangram facilmente. A auséncia do fator tecidual ao redor destes neovasos ¢ para
que ndo ocorra trombose nestes vasos em formagdo (Hoffman, 2008). No modelo de cascata da
coagulagdo, o fator tecidual é o responsavel pelo inicio da via extrinseca da coagulagao ativando
e se complexando com o fator VIL

No modelo da hemostasia baseado em superficies celulares, a coagulagdo so inicia quando
ocorre o contato do sangue com as células que expressam FT o que acontece apds o dano
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vascular (Hoffman e Monroe, 2001; Hoffman, 2003; Hoffman e Monroe, 2007; Ferreira et al.,
2010).

O fator da coagulacdo VII ¢ sintetizado no figado e é dependente da vitamina K para a sua
ativacdo. A forma recombinante sintética tem sido empregada em diversas situacdes clinicas
com a finalidade de reduzir hemorragias massivas e¢ hemotransfusdes. O seu uso esta
regulamentado na profilaxia de sangramentos nos casos de hemofilia tipo A e¢ B, trombastenia
de Glanzmann e deficiéncia hereditaria do fator VII bem como tem sido utilizado amplamente
em hemorragias massivas provenientes de trauma, cirurgias hepaticas, entre outras situacdes
(Vince e Brandao, 2009). As complicagdes mais relatadas que podem ocorrer sdo os fendmenos
de hipercoagulabilidade (Vince e Brandao, 2009).

O fator VII tem sido comercializado na forma recombinante e estd em uso clinico em diversas
situacdes, sendo inclusive sugerido seu uso em envenenamentos ofidicos (Ruha et al.,2009).
Novamente surge o questionamento anterior: como o fator de coagulagdo VII ira promover
hemostasia em pacientes com hemofilia tipo A ou mesmo nas situa¢des citadas anteriormente
sem que haja a deficiéncia deste fator de origem genética? O modelo da hemostasia baseado em
superficies celulares esclarece esta questdo demonstrando que este fator sera capaz de ativar
diretamente o fator da coagulagdo IX e o fator X na superficie das células que expressam o fator
tecidual gerando pequenas quantidades de trombina que sdo suficientes para iniciar a
coagulacdo (Hoffman e Monroe, 2007).

3.5.2.3 Fator da coagulagdo XII

O fator XII, como a maior parte dos fatores de coagulagdo, ¢ sintetizado no figado na forma de
proenzima sendo ativado quando exposto a uma superficie de carga negativa. Foi descrito
inicialmente por Oscar Ratnoff ¢ Joan Colopy (1955) durante a avaliagdo de um paciente com
indicagdo cirtrgica, sem sinais clinicos de hemorragias, contudo com TTPa prolongado. Este
fator recebeu o nome deste paciente, fator de Hageman, sendo mais tarde denominado como
fator XII. Com o estudo da cascata da coagulagdo, este fator recebeu grande importancia, visto
que ele ativa in vitro o fator XI (Macfarlane, 1964; Davie e Ratnoff, 1964).

Atualmente, o modelo da hemostasia in vivo coloca em evidéncia o papel do fator de coagulagao
XII, pois a sua deficiéncia ndo impede a ativacao dos demais fatores da coagulagdo, e este pode
ndo participar da coagulagdo in vivo. Outro ponto importante ¢ que, a deficiéncia deste fator XII
ndo promove graves sangramentos, sendo um mediador importante de efeitos tromboéticos em
modelos animais (Woodruff ez al., 2011).

Alguns pesquisadores tém reportado que em modelos de primatas e roedores, a ativagdo do fator
XI mediado pelo fator XII contribui para a formagdo de trombos e que a inibigdo desta ativagdo
do fator XI pode ser um alvo terapéutico antitromboético (Cheng ef al., 2010). Alguns mamiferos
(baleias) e cetaceos (golfinhos) ndo t€m o fator de coagulagdo XII, podendo esses animais serem
usados para comparar aspectos fisiologicos e patoldgicos da hemostasia entre os mamiferos. E
evidente que ndo ¢é necessario a presenca do fator XII para a coagulagdo normal, embora

existam muitas incognitas sobre o papel deste fator da coagulacdo (Gailani ¢ Renné, 2007).

3.6 FASES DO MODELO IN VIVO DA HEMOSTASIA BASEADO EM SUPERFICIES
CELULARES

3.6.1 Fase de iniciacdo

A iniciagdo da coagulagdo ocorrera na superficie das células que expressam o fator tecidual
(FT), como na superficie de monoécitos e fibroblastos. Ressalta-se que todas as etapas da
coagulagdo dependem da presenca de uma membrana fosfolipidica e do fator da coagulacao IV,
ou seja, o ion célcio. O FT ¢ essencial para a ativacdo do fator VII da coagulagdo formando-se
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um complexo FT/FVII para posterior ativa¢do do fator X. O FXa ira ativar o fator V. Apos a
ativacdo do FVa sera formado o complexo FXa/FVa culminando com a gera¢do de pequenas
quantidades de trombina (Hoffman e Monroe, 2001; Hoffman, 2003; Hoffman ¢ Monroe, 2007;
Ferreira et al., 2010).

Adicionalmente, o complexo FT/FVII também ¢ capaz de ativar o fator da coagulacdo IX, que
ird formar o complexo tenase associando-se ao FVIIla. Esta etapa também ira ativar mais fator
X e sera capaz de gerar pequenas quantidades de trombina (Hoffman e Monroe, 2001; Hoffman,
2003; Hoffman e Monroe, 2007; Ferreira ef al., 2010).

3.6.2 Fase de amplificagdo

As pequenas quantidades de trombina geradas inicialmente exercerdo fungdo de
retroalimentagdo da coagulagdo promovendo a ativagdo dos fatores V, VIII e XI e, assim,
amplificando a coagulacgdo, cuja etapa ocorre na superficie de plaquetas ativadas. Com esta
amplificacdo, cada vez mais serd gerada uma maior quantidade de trombina e maior ativagdo,
adesdo e agregacdo plaquetaria, e propagacdo da coagulacdo (Hoffman e Monroe, 2001;
Hoffman, 2003; Hoffman e Monroe, 2007; Ferreira et al., 2010).

3.6.3 Fase de propagacido

A propagacdo ocorre na superficie plaquetaria. Nesta fase ha uma grande formagdo de complexo
tenase [Xa/VIlla e complexo protrombinase Xa/Va resultando em intensa geragdo de trombina
para que ocorra uma hemostasia efetiva € uma maior conversao do fibrinogénio nos monémeros
de fibrina. Ocorrera ainda ampla ativacdo, adesdo e agregagdo plaquetaria para os sitios com
sangramentos. Estes fenomenos estdo apresentados na Fig. 3 (Hoffman e Monroe, 2001;
Hoffman, 2003; Hoffman e Monroe, 2007; Ferreira et al., 2010).

Iniciagéo
(nas células que
expressam o FT)

| Célula expressando
n fator tecidual

Amplificacéo

(na superficie das Villa VIl + FuW Va Vo Xa X

plaquetas ativadas) l
Propagacgéo (Complexo

(na superficie das protrombinase)

plaquetas ativadas) 12 (Trombina)

I):a +Villa [ —
(Complexo
tenase)

Fibrinogénio — Fibrina

Figura 3. Representa¢do do modelo da coagulacdo baseado em superficies celulares, ilustrando as fases de
iniciacdo, amplificacdo e propagacao (Hoffman, 2003 e revisado por Ferreira et al., 2010).
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3.6.4 Fase de finalizagdo (fibrinolise)

Conforme o proprio conceito de hemostasia que ¢ manter o sangue fluido no interior dos vasos
sanguineos apoOs cessar um sangramento, os trombos formados nos locais de lesdo vascular
precisam ser degradados, enquanto a ativacdo dos fendmenos de coagulacdo deve ser reduzida
para um nivel basal. Tal redugdo ¢ obtida pela atuagdo de inibidores fisioldgicos da coagulagdo
como a antitrombina, proteina C, proteina S e inibidor da via do fator tecidual (TFPI) (Smith,
2010).

Para a degradacdo dos trombos formados hd o sistema fibrinolitico ou sistema
plasminogénio/plasmina. Este sistema ira degradar o coagulo estavel de fibrina em produtos da
degradagdo da fibrina e em dimeros-D. Para a atuacdo deste sistema, € necessario que o
plasminogénio seja ativado a plasmina, sendo esta Ultima a responsavel pela clivagem da
fibrina. O plasminogénio pode ser ativado pelo ativador de plasminogénio do tipo uroquinase -
uPA e principalmente pelo ativador de plasminogénio do tipo tecidual - tPA sendo ambos
ativadores liberados pelo endotélio vascular e regulados pelo inibidor de ativagdo de
plasminogénio - PAI (Smith, 2010).

3.7 OS TESTES DE HEMOSTASIA E O NOVO MODELO IN VIVO DA
COAGULACAO

Os exames de triagem da hemostasia como o tempo de protrombina (TP) ¢ o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) sdo exames que avaliam tradicionalmente a via extrinseca
e intrinseca, respectivamente, ¢ ambos avaliam a via comum no modelo de cascata da
coagulagdo (Macfarlane, 1964; Davie ¢ Ratnoff, 1964). Contudo, estes testes, ndo refletem a
complexidade dos fendmenos hemostaticos in vivo. Mas ressalta-se que ndo ha um teste que
avalie totalmente todas as fases envolvidas na hemostasia, devido a grande complexidade e
envolvimento de muitas proteinas, células, ions, plaquetas entre outras moléculas envolvidas no
sistema (Ninivaggi e Apitz-Castro, 2012). Um teste de hemostasia ideal deveria ser realizado
em sangue total devido a presenca de todos os componentes envolvidos na hemostasia
(Ninivaggi e Apitz-Castro, 2012).

Estes testes tém maior aplicagdo para avaliar as condi¢des de hipocoagulabilidade ¢ estardo
alterados quando houver deficiéncia moderada a grave de um ou mais fatores da coagulagdo. A
ocorréncia de uma alteracdo moderada nos valores destes testes pode ndo refletir a real chance
de um paciente evoluir com hemorragia (Hoffman e Monroe, 2007). Estas provas hemostaticas
refletem apenas a fase inicial da coagulagdo, visto que, o valor obtido do teste ndo indica o
potencial total de formagdo de trombina, pois quando o coagulo ¢ formado, houve
aproximadamente a formagdo de apenas 5% de trombina (Ninivaggi e Apitz-Castro, 2012). O
TP ¢ TTPa também néo refletem com fidedignidade as fases de amplificagdo e propagagdo da
hemostasia, quando acontece a maior geragdo de trombina durante a coagulacdo (Mann et al.,
2003; Wolberg, 2007).

Ainda que os testes de TP e TTPa ndo demonstrem o que ocorre totalmente in vivo na
hemostasia, eles devem continuar sendo realizados como testes de triagem da hemostasia,
sobretudo para os disturbios de hipocoagulabilidade. Além do mais, estes testes estdo muito
bem padronizados na monitorizacdo de pacientes com hemofilia tipo A (Hoffman e Monroe,
2007).

Todavia, os testes de TP e TTPa ndo se correlacionam bem com as probabilidades de
sangramento, a ndo ser que estejam com um alargamento muito intenso a infinito sendo
necessarios testes mais precisos como a geragdo de trombina (Hemker et al., 1993; Hemker e
Beguin, 1995; Hemker et al., 2003; Gatt et al., 2008).
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Testes globais da hemostasia tém sido utilizados, com o objetivo de se entender melhor o que
ocorre no sistema hemostatico em diferentes situagdes clinicas tanto com hipocoagulabilidade
quanto hipercoagulabilidade. A tromboelastografia ¢ uma técnica global, que utiliza sangue total
em sua realizaco, e tem indicagdo em situacdes de possivel hemorragia aguda (Sulaiman et al.,
2014). Esta prova da hemostasia ja foi estudada em envenenamentos ofidicos, ¢ pode predizer a
gravidade das alteracdes hemostaticas nos envenenamentos que cursam —com
hipocoagulabilidade, mas sua avaliacdo se d4 principalmente apds a formagdo do coagulo,
predizendo a viscosidade ¢ elasticidade deste coagulo formado (Hadley et al., 1999; Armentano
etal.,2014).

3.7.1 Teste de geracao de trombina - TGT

O teste de geracdo de trombina também ¢ um método global de avaliacdo da hemostasia, cuja
metodologia semiautomatizada é capaz de quantificar a geragdo de trombina continuamente em
determinado periodo de tempo. O teste de geragdo de trombina pela metodologia Calibrated
Automated Thrombogram (CAT) iréa informar a cinética da quantidade de trombina gerada
durante uma hora (Hemker et al., 1993; Hemker e Beguin, 1995; Hemker et al., 2003; Espitia e
Fouassier, 2015). O TGT pode ser realizado com baixas ou altas concentragdes de fator tecidual
na presenca de fosfolipides de membrana ¢ Ca™. A quantificagdo da trombina gerada, em
nanomolares, pode ser obtida mediante comparacdo com um calibrador de trombina de
concentracdo conhecida. No ensaio em amostra de plasma pobre em plaquetas (PPP) o exame ¢
mais sensivel a deteccdo de deficiéncias dos fatores VIII, IX e XI, inibidores diretos da
trombina e do fator Xa (Brinkman ef al., 2015).

O TGT foi inicialmente proposto ha mais de cinco décadas atras como uma forma de quantificar
a trombina, porém a metodologia era extremente laboriosa (MacFarlane e Biggs, 1953).
Somente no inicio deste século, valendo-se dos avangos tecnologicos, ¢ que foi possivel a
determinac¢do do potencial de geracdo de trombina por métodos cromogénicos ou fluorimétricos,
sendo este ultimo o mais utilizado e promissor por ser potencialmente mais adaptavel a clinica e
em estudos experimentais (Hemker et al., 2003).

Com o TGT, ¢ possivel determinar de forma global e com maior acuracia o equilibrio entre as
forgas pro-coagulantes e anticoagulantes de determinada amostra de plasma pobre ou rico em
plaquetas coletado em citrato de s6dio com demonstracdo de toda a cinética da formacdo da
trombina daquela amostra (Castoldi e Rosing, 2011; Espitia e Fouassier, 2015). Portanto, esta
técnica podera auxiliar na monitoragdo do paciente vitima de envenenamento ofidico, como nos
envenenamentos por serpentes do género Bothrops, cujo veneno possui toxinas de origem
proteica e ndo proteica com atividades pro-coagulantes e anticoagulantes no mesmo veneno o
que certamente impactara no perfil de gera¢do da trombina (Castro et al., 1998; Escalante ef al.,
2003; Pérez et al., 2007; Escalante et al. 2011; Sajevic et al., 2011; Markland Jr ¢ Swenson,
2013; Serrano, 2013). A técnica de geragdo de trombina tem sido amplamente estudada nos
casos de pacientes com hemofilia A ¢ B e trombofilias (Espitia e Fouassier, 2015). As maiores
limitagdes para a realizagdo do TGT sdo ainda devido a falta de padronizagdo dificultando o
estabelecimento de valores de referéncia para as varias condi¢des experimentais, bem como
interferéncias pré-analiticas, que podem ocorrer em todas as técnicas hemostaticas (Kashuk et
al., 2009).

As curvas obtidas do teste de geragdo de trombina podem refletir particularidades para cada tipo
de fator deficiente no plasma. Em estudo de geragdo de trombina em plasmas com diferentes
concentracdes de cada fator da coagulagdo, a deficiéncia do fator II, V e X s@o os que mais
interferiram na geragdo de trombina, com valores praticamente nulos. A auséncia do fator de
coagulagdo VIII e IX interfere moderadamente na gera¢do de trombina, uma vez que amostras
de plasma deficientes nesses fatores foram capazes de gerar alguma quantidade de trombina.
Pelo contrario, a deficiéncia dos fatores XI ¢ XII embora cleve o lagtime, ou seja, ha uma maior
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demora em comecar a geragdo de trombina, a quantidade gerada de trombina ¢ muito
significativa e maior que no grupo controle do estudo (Zavyalova ¢ Kopylov, 2016).

Os seguintes parametros sdo gerados pelo teste de geragdo de trombina constituindo o
trombograma (Figura 4) pela metodologia CAT (Hemker et al., 1993; Hemker e Beguin, 1995;
Hemker et al., 2003; Espitia e Fouassier, 2015):

» Lagtime (min): tempo necessario para comegar a gerar trombina, isto €, tempo de
laténcia sendo no novo modelo da hemostasia correspondente a inicializacdo. A
coagulagdo comega no final do lagtime, correspondendo a etapa de inicializagdo do
novo modelo de hemostasia baseado em superficies celulares. A unidade é em minuto.

Inclinagdo ascendente maxima (maximal rising slop): taxa de formagdo da trombina >
taxa de inibi¢do da trombina. “Explosdo de formagdo de trombina”. A unidade ¢
nanomolar por minuto.

Altura do pico (peak height) (nM): taxa de formagdo da trombina = taxa de inibi¢ao da
trombina. Concentra¢cdo maxima de trombina gerada, correspondendo a propagagéo da
coagulac@o. A unidade ¢ nanomolar por minuto.

= Tempo para atingir o pico (time to peak): tempo necessario para atingir o maximo de
formacédo de trombina. A unidade é em minuto.

Potencial enddgeno de trombina (endogen thrombin potential - ETP): area sob a curva.
Indica a quantidade gerada de trombina. A unidade ¢ nanomolar por minuto.
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Figura 4. Parametros da curva de Geracdo de Trombina pelo método de CAT. Lagtime = Tempo de
laténcia; Peak = Pico; ETP = potencial endogeno de trombina.
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3.8 ENVENENAMENTO BOTROPICO E INFLAMACAO

Nos acidentes ofidicos pode ser observada uma resposta inflamatoéria e as PLA juntamente com
as SVMPs estdo intimamente relacionadas ao desencadeamento deste processo nos
envenenamentos botropicos e ainda outras substincias pouco estudadas ou desconhecidas. O
edema, ativagdo e migragdo de leucocitos hiperalgesia, liberagdo de citocinas diversas, ativagdo
de prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos entre outras sdo reportados decorrentes dos
efeitos de PLA, e SVMPs (Teixeira et al., 2005; Mamede et al., 2016).

Foi demonstrado haver uma liberacdo de citocinas e eicosanoides no local de inoculacdo do
veneno, sendo este um dos eventos responsaveis pela iniciacdo e amplificacdo da inflamagao
(Zamuner et al., 2005). Adicionalmente, conforme demonstrado por Luna et al. (2010) em
estudo in vitro com o veneno de B. erythromelas, foi demonstrado que o veneno desta espécie
foi muito mais proé-inflamatério com maior liberagdo de 6xido nitrico e maior indugdo de morte
celular comparado ao veneno de Crotalus durissus cascavella. Foi isolado do veneno de B.
leucurus uma PLA, acida denominada BI-PLA,. Esta enzima foi capaz de promover uma
elevagdo nos niveis de 1L-12p40, TNF-q, IL-1B e IL-6 sem variagdo nos niveis de IL-8 e IL-10
em células mononucleares periféricas humanas in vitro (Nunes et al., 2011). A lesdo que ocorre
no sitio de inocula¢do do veneno envolvendo a mionecrose esta intimamente relacionada com a
inflamac¢do induzida por toxinas do veneno. Um outro estudo demonstrou que a utiliza¢do de
anti-inflamatorio esteroidal, no caso dexametasona, antagonizou os efeitos inflamatorios e
miotoxicos dos venenos de serpentes Bothrops (Patrdo-Neto et al., 2013).

Para Mamede et al. (2016), tanto as SVMPs quanto as PLA; provenientes do veneno de serpente
B. alternatus sdo responsaveis pelos efeitos locais. Também foi confirmado que, as reagdes
inflamatoérias provenientes do veneno de B. moojeni sao mediadas por eicosanoides, histamina,
oxido nitrico e bradicinina induzindo miotoxicidade e hiperalgesia. Por outro lado, a histamina,
oxido nitrico e leucotrienos, apesar de também induzirem os mesmos efeitos, no caso de
envenenamento por peconha de serpente B. alternatus, tem menor papel na formagdo do edema
e miotoxicidade.

A inflamagdo quando ocorre de forma equilibrada ¢ benéfica, atuando para que haja
restabelecimento da homeostase do organismo. Entretanto, alguns casos, esta inflamagdo pode
atingir propor¢des grandiosas evoluindo para a sindrome da disfungdo de multiplos orgdos
culminando com a morte do paciente (Johnson et al., 2004). A inflamagdo pode lesionar os
tecidos pela acdo de mediadores diversos liberados por mondcitos circulantes, macrofagos
teciduais, plaquetas, granuldcitos, ativacdo da imunidade celular e humoral ¢ ainda ocasionar
distarbios da coagulac¢do (Gongalves, 2010).

As interleucinas IL-1, IL-6 ¢ TNF-a induzem efeitos locais, tais como indugdo da expressdo de
moléculas de adesdo e de quimiocinas, facilitando a migragdo de leucdcitos, e efeitos sistémicos
como a indugdo de proteinas de fase aguda (Bilate, 2007; Declue et al., 2012). Segundo
Barraviera et al. (1995), pessoas vitimas de envenenamento ofidico por serpentes do género
Bothrops spp e Crotalus durissus apresentam elevagao de interleucinas principalmente de IL-6,
IL-8 e proteina C reativa, demonstrando que algumas caracteristicas inflamatorias agudas sdo
semelhantes as que ocorrem no trauma. Rucavado et al. (2002) reportam incremento de IL-1 e
IL-6 mas, auséncia do TNF-a em homogeneizado de musculo gastrocnémio de camundongos
inoculados com miotoxina III de B. asper (PLA; ¢ metaloproteinase de veneno classe P-I).

O sistema de coagulacdo, ativado pelo fator de Hageman - XII (via intrinseca no modelo
classico) intervém através dos fibrinopeptideos, liberados pelo fibrinogénio durante a formagao
da fibrina e os produtos da degradagdo da fibrina (PDFs) favorecendo a lise do coagulo. Os
fibrinopeptideos aumentam ainda mais a permeabilidade capilar ¢ os PDFs tém agdo
quimiotaxica para neutrofilos. Na fase de fibrinolise, quando esta ¢ muito excessiva, pode haver
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distarbios da coagulagdo, favorecendo e perpetuando as hemorragias agudas do trauma
(CRASH-2, et al., 2010).

Os fenomenos fibrinoliticos decorrentes da inflamagdo do trauma tém sido amplamente
estudados (CRASH-2, et al., 2010). Apos as injurias teciduais, a fibrindlise excessiva gera
instabilidade do coagulo, sendo isto fator perpetuante para as hemorragias, sendo estes
fenomenos reconhecidos também no céo politraumatizado (Mischke, 2005).

Mamede et al. (2016) reportam que ocorre envolvimento de mediadores lipidicos na inflamagao
local decorrente de envenenamento por B. alternatus e B. moojeni. Ainda neste estudo, foi
relatado o envolvimento de o6xido nitrico, histamina e bradicinina. Entretanto, quando
administrado anti-histaminico seletivo para receptores H1 nos animais inoculados por veneno de
B. alternatus, esses ndo foram capazes de abolir totalmente o edema. Todavia, leucotrienos e
oxido nitrico parecem participar na inflamagdo local decorrente do enenvenamento por B.
moojeni, mas nao no processo causado pelo veneno de B. alternatus (Mamede et al., 2016).

3.8.1 Células inflamatorias

Os neutrofilos constituem as primeiras células de defesa a infiltrar na area lesionada. Eles
possuem atividade fagocitica e variado complexo enzimatico, constituido de hidrolases acidas,
peroxidase, fosfatase, lisozimas, lactoferrina, proteinas catidnicas, colagenase, elastase e lipases.
Na inflamagdo, apds o processo de marginagdo, tanto células endoteliais quanto os leucdcitos
circulantes sdo ativados pelas substancias inflamatorias circulantes. Inicia-se, entdo, a fase de
rolamento dos leucdcitos que por meio da exposicdo de seus receptores, L-selectinas, ¢ a
interacdo destes com os receptores P selectinas das células endoteliais ativadas, desenvolvem
uma fase de adesdo frouxa com as células endoteliais que produzem este processo de rolamento
(Mitchell et al., 2006).

A adesdo firme ocorre posteriormente, por meio do contato das integrinas leucocitarias com as
imunoglobulinas endoteliais. Assim, no inicio do processo destacam-se as selectinas, dentre elas
a P-selectina, que participa apenas no rolamento, enquanto a E-selectina participa tanto no
rolamento quanto na adesdo de leucécitos ao endotélio. Apos a forte adesdo ao endotélio, os
leucocitos migram através de jungdes interendoteliais (diapedese) e se dirigem aos sitios de
inflamac¢do guiados pelos fatores quimiotaticos (Mitchell et al., 2006; Pereira ¢ Bogliolo, 2006).

Os macrofagos sdo os mondcitos ativados e presente no tecido com agdo fagocitica,
principalmente em relagdo a elementos volumosos como células mortas e residuos teciduais.
Mondcitos sdo ativados por substancias produzidas pelos linfocitos T imunologicamente
ativados, endotoxinas bacterianas e substincias quimicas variadas. Por sua vez, esses
macrofagos ativados liberam substancias que irdo intervir na inflamagdo (Mitchell et al., 2006;
Pereira e Bogliolo, 2006). Queiroz e Petta (1984) mostraram que ha intensa atividade fagocitaria
no sitio de inoculagdo do veneno de serpente B. alternatus. Esta fagocitose ocorre da periferia
para o centro nas fibras musculares.

Outros granulocitos participam da inflamacdo. Trata-se dos eosinéfilos, que obedecem a uma
quimiotaxia sob dependéncia dos mastocitos e basofilos, cujo papel se confunde com o dos
mastocitos, sendo bem especifica a maior parte dos casos onde ha a sua grande liberagdo como
nos processos alérgicos e infecgdes parasitarias (Mitchell et al., 2006).

Os mondcitos sdo atraidos por varias vias e, uma vez nos tecidos (macrofagos) sdo ativados para
eliminar bactérias ou fagocitar. Os macrofagos liberam colagenase e elastases que lisam o tecido
conjuntivo. Também liberam o fator ativador de plasminogénio que resulta na producgdo de
plasmina. Pela liberagdo de IL-1 também promovem ativagao de fibroblastos, responsaveis pela
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sintese de colageno para o reparo da lesdo. O colageno ¢ depositado ¢ gradualmente remodelado
até que a area volte ao normal. A tensdo de oxigénio reduzida, no foco da lesdo, estimula a
secrecao de moléculas pelo macréfago que promovem a neovascularizagdo para que a tensdo de
oxigénio seja restabelecida (Mitchell et al., 2006; Pereira e Bogliolo, 2006).

3.8.2  Proteinograma fracionado

Os envenenamentos ofidicos podem promover uma grande variagdo no perfil proteico do
paciente devido aos estimulos inflamatorios como revisado anteriormente e resposta
imunologica do paciente frente a agressdo (Barraviera ef al 1995; Luna et al., 2010; Nunes et
al.,2011; Telles et al., 2014).

A avaliagdo deste perfil proteico pode auxiliar a elucidar a fisiopatologia e diagnosticar os danos
inflamatérios agudos e cronicos ¢ a ativagdo de resposta imune de forma acurada. Apos um
estimulo inflamatério ou infeccioso, o figado pode sintetizar diversas proteinas, como as
proteinas de fase aguda positiva ou reduzir a sintese de outras, como as proteinas de fase aguda
negativa (Barraviera et al., 1995; Freitas et al., 2011; Telles et al., 2014).

A celetroforese de proteinas séricas separa estas proteinas com base em suas caracteristicas
fisicas como suas cargas negativas, positivas ou nulas ¢ a sua massa molecular. As proteinas se
subdividem em albumina sendo esta a proteina em maior quantidade, globulinas que podem se
subdividirem al, a2, B 1 ¢ B 2 e a outra fragdo composta por y globulinas (Cray et a/., 2009).

As demais fragdes sdo a globulinas que, por conseguinte subdividem-se em (Naoum, 1990):

. al globulina: composta por al-antitripsina e al-glicoproteina-acida.

. o2 globulina: composto por o2- macroglobulinas, ceruloplasmina e
haptoglobina.

. B globulina: inclui a transferrina, proteina amiloide sérica A, fibrinogénio
(plasma).

. v globulina: composta principalmente por anticorpos.

As principais proteinas de fase aguda positiva, tanto no ser humano quanto no coelho, sdo a
proteina C reativa e a proteina amiloide sérica A. Foi demonstrada a grande expressdo da
proteina C reativa, como proteina de fase aguda em coelhos infectados com Encephalitozoon
cuniculi (Cray et al., 2013). Todavia, outras proteinas também foram consideradas, como a a-2
macroglobulina que é uma importante proteina de fase aguda positiva no rato e no coelho
(Mackiewicz et al., 1988). A proteina o-2 macroglobulina é uma inibidora de proteases
enddgenas como de tripsina, trombina e colagenase bem como transportadora de algumas
citocinas.

A transferrina ¢ uma B-1 globulina, com fun¢do de transporte de ferro do intestino, figado,
sistema reticuloendotelial para todas as células bem como atividade antibacteriana e antiviral.
Sua elevacdo ocorre frequentemente nas deficiéncias de ferro e redugdo nas hepatopatias
cronicas (Naoum, 1990). Apesar de ser considerada uma proteina de fase aguda negativa,
apresentou niveis elevados com haptoglobina e ceruloplasmina, em coelhos, sete dias apds
infeccdo com Eimeria stiedai (Freitas et al., 2011).

A ceruloplasmina ¢ uma proteina de fase aguda positiva presente nos mamiferos, incluindo sua
descrigdo em coelhos. A sua resposta ¢ moderada ap6s estimulo. Possui multiplas fungdes, tais
como transporte de cobre, atividade ferroxidase e amino oxidase. Em coelhos com anemia, foi
observada a elevagdo da ceruloplasmina (Mainero ef al., 1996). A ceruloplasmina responde de
forma modera apods estimulos inflamatorios.

36



A haptoglobina do coelho, em relagdo ao ser humano, apresenta concentragdes bem menores,
mas ainda assim, o coelho ¢ capaz de responder com uma elevacdo, frente a um estimulo
inflamatério, como demonstrado 12h apods a aplicagdo do imundgeno turpentina (Murray e
Connell 1960). Contudo, uma hemolise pode causar reducdo da haptoglobina (Naoum, 1990).

A albumina constitui a proteina em maior quantidade do plasma. Ela exerce multiplas fung¢des
como manuten¢do da pressdo coloidosmostica, transporte de farmacos, pigmentos enddgenos,
calcio, farmacos entre outras Ela é frequentemente utilizada como marcador inflamatério
negativo devido a reducdo de seus niveis em diversas situagdes clinicas e também reduz no
coelho apds estimulo inflamatorio (Mackiewicz et al., 1988; Naoum, 2011). Nos processos
inflamatérios, a albumina ¢ reduzida tanto por reducdo de sua sintese pelo figado bem como
aumento do catabolismo e evasdo desta para o compartimento extravascular (Naoum, 1990).
Segundo Barraviera et al., (1995), 24 horas ap6s acidentes ofidicos em humanos por serpentes
Bothrops spp e Crotalus durissus, os niveis de proteina total e albumina apresentam uma
redugdo. Telles et al. (2014), estudando ratos envenenados experimentalmente por pegonha de
B. alternatus avaliaram o comportamento das proteinas de fase aguda demonstrando redugio da
proteina total e albumina, porém ocorreu mais tardiamente.

3.9  COMPLICACOES SISTEMICAS
3.9.1 Injaria renal aguda (IRA) decorrente de veneno de serpentes do género Bothrops

Os rins s@o altamente vulneraveis aos efeitos maléficos das toxinas, pois recebem elevado fluxo
sanguineo e por serem capazes de concentrar substincias na urina. As toxinas presentes em
venenos de serpentes de diversas espécies podem promover na vitima, sejam humanos, ou
animais, um quadro de injuria renal aguda (IRA) por diversos mecanismos patogénicos (Sitprija,
1998; santos et al., 2009; Ross, 2011; Sitprija e Sitprija, 2012; Albuquerque ef al., 2013).

O funcionamento dos rins € primordial para manter a homeostase do organismo sendo que eles
recebem em torno de 20% a 25% do débito cardiaco. Nos cdes, em torno de 90% do fluxo
sanguineo renal esta direcionado para a regido cortical, e menos de 10% para a regido medular
(Sigrist, 2007).

A IRA ¢ uma sindrome caracterizada pelo aumento abrupto da concentracdo sérica de ureia e
creatinina para valores além dos estabelecidos resultando em azotemia e ou distirbios
eletroliticos ¢ do equilibrio acido-base (Ross, 2011).

A IRA pode ser dividida didaticamente em quatro fases a seguir:
e A primeira, ou fase de iniciagdo ocorre imediatamente ap6s o insulto para os rins.
¢ A segunda fase ¢ a fase de extensdo, durante a qual a isquemia, hipoxemia, inflamagao e
lesdo celular levam a apoptose celular, necrose ou ambos. As alteracdes clinicas e
laboratoriais podem nao ser evidentes durante as duas primeiras fases.
e A terceira fase, ou fase de manutengdo, é caracterizada por azotemia, uremia, ou ambos
e podem durar dias ou semanas. A oliglria, ou seja, uma produ¢do urinaria menor que 0,5
ml de urina kg de peso corporal por hora, ou antria podem ocorrer durante esta fase,
embora a producdo de urina seja altamente variavel.
e A quarta fase é a recuperacdo, durante a qual a azotemia melhora e os tubulos renais
podem ter alguma restauragdo da fungdo. Pode ocorrer politria durante esta fase como
resultado da restauragdo parcial da fungdo tubular renal e de diurese osmotica decorrente
do acumulo de solutos. A funcao renal pode ser restabelecida ou o animal ficar com uma
disfuncdo renal (Ross, 2011).
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Entre os critérios para definigdes de IRA atualmente adotados para o homem incluem-se o
RIFLE e AKIN sendo conceitualmente adaptados para a aplicacdo em cédes e gatos com algumas
ressalvas, pois frequentemente ndo se conhece previamente o valor da creatinina daquele
animal. A associagdo internacional Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO),
define IRA como um aumento da creatinina sérica > 0,3mg.dL"! em 48h ou um aumento > 1,5
ao valor basal da creatinina conhecida ou presumida até sete dias anteriormente ou um volume
urinario < 0,5 ml/kg.h"! em 6h (Bellomo et al., 2004; Kdigo, 2012).

3.9.2 Mecanismos da injuria renal aguda nos envenenamentos botropicos

A injuria renal aguda pode ocorrer nas primeiras 24 horas apos o envenenamento por serpentes
Bothrops. Os mecanismos patogénicos da IRA podem ser gerais e especificos sendo pré-renal,
renal e pds-renal em conjunto ou isoladamente. Os principais mecanismos gerais nos acidentes
ofidicos sdo devido a alteragdes hemodindmicas como hipovolemia e hipotensdao, aumento ou
redugdo da resisténcia vascular renal; CID, deposi¢cdo de imunocomplexos nos glomérulos,
inflamac¢do (PLA, do veneno e ativagdo de citocinas enddgenas) ¢ mecanismos especificos
como lesdo direta dos componentes do néfron principalmente nos tibulos e glomérulos pelas
toxinas presentes no veneno (Castro et al., 2004; Shelton, 2004; Sangiorgio et al. 2008;
Evangelista et al., 2010; Sitprija e Sitprija, 2012). A manuten¢do do equilibrio da bomba de
Na“/K* ATPase tem fungdo importante para o funcionamento adequado dos tabulos, modulando
a reabsor¢dao do Na'. Segundo Linardi et al. (2011), o veneno de B. alternatus promove uma
disfungdo deste equilibrio com o aumento da expressdo desta bomba de Na*/K* ATPase.

Qualquer alteracdo hemodinamica culminando com hipoxemia renal e hipovolemia persistentes
podem gerar uma necrose tubular aguda (NTA), sendo a necrose tubular aguda frequentemente
a causa de IRA em envenenamentos botropicos (Albuquerque ef al., 2013).

A intensidade das lesOes renais estd diretamente ligada a quantidade de veneno que chega até os
rins conforme demonstrado em estudo experimental da toxicocinética de veneno botropico em
ratos (Mello et al., 2010). O veneno destas serpentes pode gerar lesdo renal como necrose
cortical devido ao vasoespasmo, nefrotoxicidade direta do veneno botropico e ou CID levando a
oclusdo vascular com fibrina e isquemia renal (Amaral et al., 1985). Estudos experimentais
demonstram que o veneno pode induzir diretamente lesdes tubulares mediadas parcialmente
pela peroxidacdo lipidica, mas muitos mecanismos ndo estdo esclarecidos. Estas lesdes podem
ser evitadas com a administragdo do soro antibotrépico (Castro et al., 2004).

Dentre as espécies de serpentes do género Bothrops, B. jararacussu possui um dos venenos
mais nefrotoxicos (Milani ef al., 1997). Segundo Evangelista et al. (2010), a presenga de PLA,
no veneno de B. marajoensis, além de induzir hipotensdo e bradicardia, também reduz a taxa de
filtracdo glomerular (TFG) e alteragoes eletroliticas. Outro estudo experimental demonstrou que
o veneno de B. moojeni promoveu uma redugdo da resisténcia vascular renal (Barbosa et al.,
2002).

Segundo Boer-Lima et al. (1999), entre 5h e 16h apos a administragdo de 0,4 mg.kg™! do veneno
de B. moojeni, intravenoso em ratos, houve reducdo da TGF, altera¢des agudas tubulares e nas
estruturas glomerulares compativeis com NTA. Estes autores relataram que, devido as
alteracdes glomerulares, ocorreu proteinuria persistente por até 48h. Estas alteracdes também
estdo relacionadas a marcante atividade proteolitica do veneno e das PLA, que causam
mesangiolise, formagdo de microaneurismas ¢ danos aos pedicelos (Boer-Lima et al, 2002).

Segundo Barbosa et al., (2002), além da redugdo da resisténcia vascular renal, o veneno de B.
moojeni, promove natriurese e caliurese, demonstrando grande interferéncia na fisiologia renal e
equilibrio eletrolitico.
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Em estudos da toxicocinética renal do veneno de B. alternatus, ap6és a administragdo
intravenosa de 0,8 mg.kg! do veneno, este apresentou cinética bioexponencial, sendo detectado
no sangue circulante até sete dias ap6s. Nos tecidos renais, foi identificado 30 minutos apos,
reduzindo progressivamente ¢ de forma similar as concentragdes séricas. O veneno também foi
detectado nos glomérulos, tabulos contorcidos proximais ¢ distais, tecidos perivascular e
vascular. Entre trés horas a sete dias apds ocorreu oligliria. Dentro das trés primeiras horas
ocorreu elevacdo da densidade urinaria e também foi o periodo com maior proteintria.
Adicionalmente, nas seis primeiras horas foi detectado glicosuria, cetontria, pidcitos e sangue
oculto urinario. O clearence da creatinina reduziu progressivamente entre 24h a 48h apds o
envenenamento, retornando a valores normais apods este periodo. As alteragdes instaladas foram
reversiveis apos a excregado renal das toxinas do veneno (Mello ef al. 2010).

A IRA pode evoluir com o 6bito do paciente se a resolugdo ndo ocorrer dentro de um curto
periodo de tempo (Bellomo ef al., 2004; Kdigo, 2012; Albuquerque et al., 2013). No caso de
envenenamentos por serpentes, o tempo que ocorre a inoculagdo do veneno até a administragio
do soro antiofidico ¢ fator determinante para a prevencdo da IRA. Nos animais, geralmente, a
administra¢do do soro ¢ mais demorada que nos seres humanos, deixando-os mais susceptiveis a
um quadro de IRA com 6bito (Castro et al., 2004; Sitprija e Sitprija, 2012).

A IRA pré-renal ocorre devido a reducdo da taxa de filtragdo glomerular (TFG) e pela redugao
da perfusdo dos rins em que ndo tenha ocorrido nenhum dano estrutural ou celular aos rins,
como hipovolemia e hipotensdo que ocorre com frequéncia nos acidentes ofidicos devido a
hemorragias ¢ ou libera¢do de bradicininas (Santos et al., 2009; Albuquerque et al., 2013). O
veneno de algumas serpentes pode aumentar a resisténcia vascular renal, e isto ativa o sistema
aldosterona-renina-angiotensina. A ativagdo deste sistema interage com o sistema nervoso
simpatico e induz a produg¢do de citocinas pré-inflamatorias (Chaiyabutr e Sitprija, 1999).

A IRA de origem renal ocorre devido a agressdes ao parénquima renal, culminando com
redugdo da taxa de filtragdo glomerular e elevagdo dos metabolitos nitrogenados no sangue
(Santos et al., 2009; Albuquerque et al., 2013). Alguns exemplos que podem ocorrer nos
acidentes ofidicos sdo: NTA, glomerulonefrite, lesdo arteriolar, deposi¢do intrarrenal de
sedimentos, presenga de trombos nos capilares renais, hemoglobinuaria ¢ mioglobintria (Santos
et al., 2009; Albuquerque et al., 2013).

Na IRA pos-renal a causa inicial esta distal aos néfrons, sendo que nos acidentes ofidicos pode
ocorrer secundariamente apds obstrucao dos ureteres por coagulos (Siptrija, 1998).

Deste modo, os componentes presentes no veneno das serpentes Bothrops spp de forma direta e
ou indiretamente podem induzir em suas vitimas alteragdes das fun¢des renais.

3.10 FARMACOS ANTIFIBRINOLITICOS

Diversas condigdes clinicas podem culminar com uma fibrindlise excessivas tais como: trauma,
pancreatite, hepatopatia, uremia, cirurgias cardiacas com circulagdo extracorporea,
envenenamentos botropico e crotalico, entre outros (Mischke, 2005; Prins et al., 2010).
Ressalta-se que decorrene da fibrin6lise excessiva, o paciente pode apresentar grave hemorragia
e evoluir para o 6bito. Condutas terapéuticas que visam reduzir a fibrinolise tem sido um alvo
nos pacientes criticos. Com a finalidade de reduzir a fibrindlise, farmacos antifibrinoliticos tém
sido utilizados na pratica clinica e em estudos experimentais tais como aprotinina, acido
tranexamico (ATX) e acido épsilo aminocaproico (AEAC). A utiliza¢do desses farmacos pode
causar um impacto favoravel de ordem clinica ¢ econdmica, pois podem reduzir a utiliza¢do de
sangue ¢ hemoderivados bem como dos custos no atendimento ao paciente (CRASH-2, et al.,
2010; Mccormack, 2012).
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3.10.1 Acido tranexamico (ATX)

O 4cido tranexdmico (ATX) ¢ um analogo sintético da lisina, e possui grande poténcia
antifibrinolitica. O ATX pode ser administrado pelas vias oral, topica e intravenosa e por essa
ultima, 3% encontra-se ligado as proteinas plasmaticas. A sua meia-vida ¢ de aproximadamente
duas horas e a sua eliminacdo €, em maior parte, pela excre¢ao renal, podendo prolongar-se por
mais de 24h. O ATX sofre pouca metabolizagdo hepatica ¢ pode haver interacdes com alguns
farmacos pro-coagulantes. O ATX age por mecanismo competitivo, inibindo a ativacdo do
plasminogénio a plasmina. Ele bloqueia reversivelmente a interagdo entre o ativador do
plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) com o plasminogénio ¢ os mondmeros de fibrina nos
sitios de liga¢do do aminoacido lisina. O ATX atravessa as membranas placentarias, barreira
hematoencefilica, liquor, membrana sinovial, humor aquoso e vitreo (Mccormack, 2012).

A plasmina ¢ a principal proteina responsavel pela dissolucdo do coagulo de fibrina. O ATX
promove maior estabilidade do coagulo, pois sua agdo se faz na fase posterior a formagao do
coagulo ou, mais precisamente, alargando o tempo de dissolugdo da rede de fibrina. Essa menor
fibrinodlise favorece a coagulacdo em cirurgias, trauma, doengas hemorragicas e nos
sangramentos onde a fibrindlise ¢, comprovadamente, um fator atuante (Cole e Davenport,
2014).

O risco da utilizagdo de antifibrinoliticos € a ocorréncia de trombose. No estudo CRASH 2,
onde avaliou-se o emprego do farmaco em grandes centros hospitalares em pessoas com
suspeita de hemorragia decorrente de trauma, o uso precoce do ATX reduziu em 32% a
mortalidade até trés horas apos o acidente, sem diferenca na frequéncia de fendmenos
trombdticos entre os pacientes que receberam ou ndo o ATX (CRASH 2, 2010). Estes
fendmenos tromboticos tém sido mais reportados em decorréncia da aprotinina, embora essa
possa ter um melhor efeito na profilaxia de hemorragias pds-operatorias de cirurgias cardiacas.
Alguns estudos mais recentes t€m sido favoraveis ao uso da aprotinina (Mangus ef al., 2014).

O uso dos antifibrinoliticos analogos da lisina estd mais relacionado com o aparecimento de
convulsdes, principalmente quando ha utilizagdo de altas doses. As convulsdes foram descritas
em gatos experimentalmente, hipotetizando-se que esses efeitos neurologicos seriam
decorrentes da inibi¢do do GABA pelo ATX, resultando numa hiperexcitabilidade (Pellegrini,
1982). Contudo, em estudos mais recentes, foi relatado que as convulsdes decorrentes do uso do
ATX podem ser decorrentes da inibi¢ao dos sitios de ligagdo do aminoacido glicina no cortex
cerebral, pois 0 ATX possui uma estrutura analoga a glicina, competindo pelos mesmos sitios de
ligacdo (Lecker et al., 2012).

Zafar et al. (1998), em estudo retrospectivo realizado em vitimas de acidentes ofidicos por
serpentes do Paquistdo, reportaram que o uso do ATX pode ser empregado nos casos que
cursam com fibrinolise excessiva reduzindo os sangramentos. Neste estudo foram avaliados 40
pacientes e 75% destas vitimas receberam soro antiofidico polivalente para serpentes daquela
regido. Um total de 58% destes pacientes apresentou algum sinal de hemorragia sistémica como
hematémese, melena, hemoptise e hematuria. Adicionalmente, 40% apresentavam
plaquetopenia e 18% reducdo do fibrinogénio e elevacdo de PDFs, TP e TTPa. Ainda neste
estudo, dois pacientes tiveram eleva¢do moderada de TP e TTPa sem qualquer evidéncia de
sangramento ou plaquetopenia. Todos os pacientes com sinais de sangramentos receberam o
ATX por via intravenosa na dose de 500 mg, trés vezes ao dia. Dentre os pacientes do estudo,
dois (5%) foram a 6bito devido a hemorragias, insuficiéncia respiratdria e outras complicagdes.
O estudo demonstrou éxito na utilizagdo do ATX como coadjuvante no acidente ofidico.
Contudo, deve ser ressaltado que existe uma falha metodologica, por nao haver um grupo
controle bem como randomizagao, além de ndo ser um estudo-cego ou mesmo multicéntrico.
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Abdul-Kareem (2007) no Oriente Médio avaliou a utilizagdo do ATX no segundo dia apos a
admissdo de pacientes vitimas de acidentes ofidicos e ndo foi observada redugdo da mortalidade
quando comparado com vitimas que ndo fizeram uso deste farmaco. Todavia, deve ser
enfatizado que nenhum paciente recebeu o soro antiofidico, seja por motivos de auséncia do
imunobioldgico ou outros ndo relatados na publicagdo. A mortalidade anual descrita no Oriente
Médio ¢é de aproximadamente 24,4%. A administragdo do ATX na dose de 1,0 mg.kg"! a cada
8h foi considerada segura e ndo causou eventos tromboembolicos, apesar do pequeno nimero de
pacientes envolvidos no estudo (n=65).

3.11 OUTROS FARMACOS COM ATIVIDADE SOBRE A HEMOSTASIA
3.11.1 Horménio antidiurético ou vasopressina

O hormoénio antidiurético (HAD), também denominado como vasopressina, ¢ sintetizado por
neurdnios do hipotdlamo sendo armazenado na hipodfise posterior. Ele exerce grande atividade
na regulagdo da osmolaridade, equilibrio hidrico e eletrolitico do organismo humano e em
outras espécies animais. Além do efeito antidiurético, este hormdnio possui a¢do sobre a
hemostasia e também ¢ um potente vasoconstritor, sendo por isto o sindénimo vasopressina
(Horstman et al., 1995; Martins et al., 2010).

Condigdes clinicas que cursam com hiperosmolaridade, hipotensdo, hipovolemia sdo estimulos
fisioldgicos capazes de induzir a uma maior liberagdo endogena deste hormdnio (Naves et al.,
2003). Para esta regulacdo da osmolaridade e volemia, a vasopressina contempla atividades
diferentes da aldosterona. A vasopressina age diretamente na reabsor¢do de agua aumentando a
quantidade de aquaporinas nos tubulos renais na regido de ducto coletor ao passo que a
aldosterona atua na reabsor¢do de sodio na porgdo ascendente da al¢a de Henle (Naves et al.,
2003; Kortenoeven e Fenton, 2014).

O horménio vasopressina tem sido empregado em quadros de choque quando ndo se consegue
reverter a vasodilatacdo com outros farmacos vasoativos, como a noradrenalina, podendo ter
grande aplicabilidade nos casos de choque séptico. A vasopressina tem sido utilizada também
em parada cardiorrespiratoria, em substituicdo a primeira ou segunda administragcdo de
adrenalina, contudo, os estudos ainda ndo sdo conclusivos sobre a utilizagdo deste farmaco com
esta finalidade (Martins ef al., 2010). Comercialmente, existe o firmaco vasopressina sintético e
também analogos sintéticos como a terlipressina e a desmopressina, que sera descrita a seguir.

3.11.2 Desmopressina (DDAVP)

A DDAVP ¢é um analogo sintético do hormonio vasopressina (Horstman et al., 1995). Apresenta
mecanismo de agdo similar ao da vasopressina com a ligagdo do peptideo a receptores
especificos das células renais tubulares seguidos por ativagdo intracelular (Vilhard et al., 1987).
Apesar de a DDAVP possuir multiplas atividades semelhantes ao seu analogo HAD, ela nao
promove efeitos cardiovasculares e nem induz a contracdo da musculatura lisa dos vasos
sanguineos (Mannucci et al., 1977). O medicamento possui marcante atividade antidiurética
reduzindo a eliminagdo de dgua do organismo (Horstman et al., 1995). Além da fungdo na
regulacdo da osmolaridade, pode desempenhar atividades sobre a hemostasia, sendo utilizada
em alguns disturbios da coagulagdo, como na hemofilia tipo A e na doenca de von Willebrand
tipo 1 (Svensson et al., 2014). A DDAVP induz a uma maior liberagdo endotelial do fator VIII,
conforme demonstrado por Vilhard et al. (1987) em estudo realizado em cées.

Foi demonstrado que pode haver redugdo do sangramento em pacientes humanos submetidos a
diferentes tipos de cirurgias e sem distarbios da coagulacdo pré-existentes. Apods a
administracdo de DDAVP, os niveis plasmaticos do Fator VIII, e seu carreador, o fator de von
Willebrand elevam-se substancialmente devido a liberagdo pelo endotélio vascular, com uma
possivel melhora da fungdo plaquetaria (Svensson et al., 2014).
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Além da liberacdo destes fatores, ha também liberagdo do ativador de plasminogénio do tipo
tecidual - t-PA e reducdo do inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 - PAI-1(Svensson ¢
LJungstrom, 1991). Os efeitos antidiuréticos ¢ hemostaticos sdo considerados dose dependentes,
sendo necessarias doses maiores para a indugdo de liberagdo endotelial dos fatores VIII e von
Willebrand. Em seres humanos, doses de 0,3ug/kg de peso ja podem culminar com a liberagéo
endotelial destas substancias hemostaticamente ativas (Svensson e Ljungstrom, 1991).

Adicionalmente, tem sido reportado que em pacientes humanos com sangramentos devido a
uremia, cirrose hepatica, disfungdes plaquetarias induzidas por farmacos, a DDAVP foi
eficiente na redugdo dos tempos de sangramentos (Horstman et al., 1995; Svensson et al.,
2014). Outra situagdo em que foi reportado éxito na redugdo de sangramentos com o uso deste
farmaco, foi numa série de casos de pacientes humanos portadores de leptospirose (Pea et al.,
2003). Segundo Di Mauro e Holowaychuk (2013), em trés caes, apos a administracdo IV de
DDAVP, reduziu-se o tempo de sangramento em mucosa bucal durante transoperatorio de
cirurgia de disco intervertebral. Estes animais tinham aumento do tempo de sangramento
provocado pelo uso de acido acetil salicilico.

Portanto, a DDAVP tem potencial terapéutico para ser utilizada em varias situagdes, além da
hemofilia tipo A leve e doenga de von Willebrand, que sdo situagdes classicas de sua utiliza¢do
(Mannucci et al., 1977). Hemorragias agudas de outras causas podem ser beneficiadas, apesar
de alguns de seus mecanismos farmacodindmicos ¢ interagdes ainda permanecerem pouco
esclarecidos (Svensson e Ljungstrom, 1991; Pea et al., 2003; Svensson et al., 2014; Carreiro et
al.,2015).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.  VENENO

Utilizou-se um pool de veneno coletado de espécimes adultos de B. alternatus, cristalizado e
armazenado a -20°C até o tempo da utilizagdo. Este veneno faz parte do estoque de venenos do
Laboratdrio de Toxicologia da Escola de Veterinaria da UFMG. A concentragdo proteica do
veneno foi determinada em espectrofotdometro pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Além
disto, o veneno foi submetido a eletroforese em gel de acrilamida (SDS/PAGE) como descrito a
seguir.

42.  ELETROFORESE EM GEL DE ACRILAMIDA CONTENDO DODECIL SULFATO
DE SODIO (SDS/PAGE)

O veneno foi submetido a uma eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE de acordo
com a técnica de Laemmli, por uma hora nas seguintes condigdes: 100 V, 102 mM e 120 W
(Laemmli, 1970). Foram adicionados 10 mL de tampdo desnaturante em 20 pg de amostra que
foi incubada em banho-maria a 100°C por cinco minutos para desnatura¢do das proteinas. A
amostra foi aplicada em gel de poliacrilamida 12 % (Mix acrilamida 30% [acrilamida 29% e 1%
N,N-metileno-bis-acrilamida], Tris 1,5 M pH 8,8, Dodecil Sulfato de Sédio 10%, Persulfato de
Amonio 10%,') com gel de empilhamento a 4 % (Mix acrilamida 30% [acrilamida 29% e 1%
N,N-metileno-bis-acrilamida], Tris 1,0 M pH 6,8, Dodecil Sulfato de Sédio 10%, Persulfato de
Amoénio 10%?), juntamente com padrdo de massa molecular’. Apds a eletroforese, os géis foram
corados pela solugdo de Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,1%*, 25% metanol e 5% écido
acético®) por 60 minutos a temperatura ambiente e lavados em solugdo descorante (5% acido
acético e 10% metanol), até o desaparecimento da coloragdo de fundo. A mesma técnica
também foi realizada utilizando a coloragdo por prata.

4.3. ANIMAIS

O projeto foi submetido e aprovado pelo CEUA-UFMG (protocolo experimental 274 / 2015) e
realizado de acordo com principios éticos de protecdo e bem-estar animal. Os animais foram
alojados individualmente em gaiolas de 80 x 50 x 40 c¢m, no Laboratério de Metabolismo e
Calorimetria Animal (LAMACA), e foram alimentados com ragao especifica para a espécie,
tendo alimento e agua ad libitum até o momento do experimento.

Previamente a realizagdo do experimento, foi realizado um estudo piloto com quatro coelhos
inoculando-se 150 pg de veneno de serpente B. alternatus via IM na face lateral externa da coxa
esquerda. Os coelhos do estudo piloto foram avaliados por 12h para a verificagdo de sinais
clinicos no sitio de inoculacdo do veneno. Ao final de 12h estes foram eutanasiados com
sobredose de tiopental sodico na dose aproximada de 150mg.kg! IV. Essa dose de veneno que
foi inoculado produziu macroscopicamente grave halo hemorragico cutdneo e,
microscopicamente, presenca de mionecrose muscular e hemorragia intensa, incluindo os
pulmdes, sendo entdo a dose utilizada nos grupos experimentais.

Foram utilizados 36 coelhos Oryctolagus cuniculus, raga Nova Zelandia, machos, com peso
entre 2,1 a 3,4kg de peso vivo, mantidos no Laboratério de Experimentacdo Animal, da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.

' TEMED - GE Healthcare, Inglaterra

2 TEMED - GE Healthcare, Inglaterra

3 BenchMark® Protein Lader - Invitrogen, EUA

4 Coomassie Brilliant Blue R-250/Thermo Scientific-EUA
5 Merck-Alemanha
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44. IMPLANTACAO DE CATETER CENTRAL

No dia anterior a realizagdo do envenenamento experimental e tratamento dos animais, foi
realizada a cateterizag@o da veia jugular externa por técnica cirargica, com técnica de Seldinger
modificada. Como protocolo anestésico para a cateterizacdo da jugular externa, os animais
foram pré-medicados com maleato de midazolam na dose de Imgkg! via IM e, apos
aproximadamente 10 minutos, foi feita a dissocia¢@o com cloridrato de cetamina e cloridrato de
xilazina, na dose de 35 mg.kg!' e 3,5 mg.kg!, respectivamente, via IM no membro pélvico
direito ou musculatura epaxial dorsal.

Apoés a anestesia dissociativa, os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo
realizando assim a tricotomia ampla da regido correspondente a veia jugular externa direita com
realizacdo de antissepsia com iodopovidona degermante seguido de alcool etilico 70% e, por
conseguinte realizacdo da anestesia infiltrativa com lidocaina a 2% sem vasoconstritor, num
volume de aproximadamente 1,0 ml na regido, acompanhando o trajeto da jugular externa
direita.

Incisou-se pele com uma extensdo de dois centimetros, aproximadamente, com pinga anatdmica
dente de rato e tesoura romba-romba, ¢ foi realizado a dissecgdo dos tecidos subcutaneos da face
lateral da regido cervical até localizar a jugular externa. Nesta etapa, foi dada atencdo a
pequenos vasos localizados no tecido subcutdneo, que geram sangramentos significativos na
regido da dissec¢do. Apos a localizagdo da jugular externa, foram removidos tecidos adiposos e
fascias que cobriam o vaso. Uma pinga hemostatica foi colocada por baixo do vaso para um
adequado isolamento. Nesta regido lateral cervical, o vaso se bifurca em dois ramos. A
cateterizagdo foi realizada sempre abaixo da bifurcacdo. Foi utilizado cateter central monoliimen
18g comprimento 20cm®. A jugular foi puncionada com o mandril do kit e apds a pungdo direta,
introduzido o guia e, por conseguinte o dilatador. O cateter foi introduzido pelo guia sendo o
guia removido a medida que o cateter avancava. Apos isto, foi realizada a aproximacgdo do
tecido subcutianeo e pele com mononylon 3.0. O cateter foi reduzido adequadamente com o
adaptador em forma de borboleta e este foi suturado a pele ¢ também colado com adesivo
sintético.

4.5.  GRUPOS EXPERIMENTAIS

O veneno bruto cristalizado foi reconstituido em solugdo de cloreto de soédio (NaCl 0,9%) e
posteriormente rediluido em solugdo de PBS/BSA 0,1% para a administragdo nos animais. Uma
das finalidades dessa diluicdo em solucdo, contendo BSA 0,1%, foi reduzir perdas do veneno
por aderéncia nas paredes da seringa. Aproximadamente 12h apds a implantagdo do cateter
iniciou-se o protocolo experimental propriamente dito.

Um total de 36 animais foram distribuidos aleatoriamente em nove grupos (G) experimentais
(n=4). Os animais dos grupos Gl, G2 e G3 receberam 0,25ml de uma solu¢do de soro
fisiologico (NaCl 0,9%), via IM superficial, na coxa esquerda. Os animais dos grupos G4, G5,
G6, G7, G8 ¢ G9 receberam 150ug.kg™! de veneno de B. alternatus diluidos em uma solugio de
PBS/BSA a 0,1%, via IM superficial, na coxa esquerda (Fig. 3).

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G GR  G9]

NaCl 0,9% Veneno B. alternatus

6 Cateter central
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Figura 5. Demosntrativo dos desafios dos grupos experimentais: G1, G2 e G3 (NaCl 0,9%) e, G4, G5,
G6, G7, G8 e G9 (Veneno B. alternatus)

Uma hora apos, os animais foram tratados da seguinte forma: 25mg.kg™! de acido tranexamico
(ATX)’ (G1, G5 e G8); desmopressina (DDAVP) 4ug/ml® na dose de 0,3pg.kg™! (G2, G6 ¢ G9),
0,25ml/animal soro antibotropico (AB)’ (G3, G7, G8 € G9) e NaCl a 0,9% (G4) (Fig. 6).

NaCl 0,9% Veneno B. alternatus
Gl G2 G3
ATX DDAVP AB NaCL 0,9% ATX DDAVP AB ATX+AB DDAVP+AB

Figura 6. Demonstrativo dos tratamentos dos grupos experimentais: G1, G5 e G8 (4cido tranexémico);
G2, G6 e G9 (desmopressina); G4 (NaCl 0,9%); G3, G7, G8 e G9 (soro antibotrdpico)

Grupos experimentais:

G1- Grupo sem indugdo do envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com acido tranexamico.
G2- Grupo sem indugdo do envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com desmopressina.
G3- Grupo sem inducdo do envenenamento (NaCl 0,9%) e tratados com soro antibotropico.
G4- Grupo veneno B. alternatus tratado com NaCl 0,9%.

G5- Grupo veneno B. alternatus tratado com acido tranexamico.

G6- Grupo veneno B. alternatus tratado com desmopressina.

G7- Grupo veneno B. alternatus tratado com soro antibotrépico.

G8- Grupo veneno B. alternatus tratado com soro antibotropico + acido tranexamico.

G9- Grupo veneno B. alternatus tratado com soro antibotropico + desmopressina.

4.6. COLETAS DE SANGUE

Foram coletadas amostras de sangue (5ml) diretamente do cateter, no tempo zero (T0), valores
basais, e 1h apds a instituicdo dos desafios (NaCl 0,9% ou veneno), antes dos tratamentos (T1).
As demais amostras de sangue foram coletadas com intervalo de 4 horas (T4, T8 e T12), apos
desafios e tratamentos, conforme tab. 1.

Adicionalmente a cada coleta, era realizada a perfusdo do cateter com bollus de solugao
cristaloide para reduzir as chances de coagulacdo dentro do cateter. Em todas as coletas de
sangue, sempre era desprezado cerca de 0,5 ml de sangue para evitar a presenca de cristaloide
dentro do cateter.

O sangue coletado foi colocado em diferentes tubos com anticoagulante (EDTA de potassio a
10% ou citrato de sodio a 3,2%) para obtenc@o do plasma e sem anticoagulante para obten¢do
do soro. Previamente a realiagdo dos exames laboratoriais, foram realizadas dosagens nos
equipamentos com soro controle, para maior precisdo dos exames dos animais.

7 Acido tranexamico
8 Desmopressina 4u/ml Ferring
? Soro antibotrépico, FUNED, Belo Horizonte, MG
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47. PROVAS DE COAGULACAO
4.7.1. TTPa, TP, TT, Fibrinogénio ¢ TGT

As provas de coagulacdo, Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa), Tempo de
Protrombina (TP), tempo de trombina (TT) para céalculo do fibrinogénio foram realizadas com
plasma citratado obtido a partir de amostra na propor¢do de 1:9 (relacdo de citrato de sodio e
sangue) utilizando reagentes comerciais'®. Estas provas de coagulagdo foram realizadas em
todos os cinco tempos experimentais, ou seja, TO, T1, T4, T8 e T12 em equipamento
coagulometro'!. Os testes de TTPa e TP foram realizados aproximadamente 30 minutos apds
cada coleta de amostra. O fibrinogénio foi realizado posteriormente com plasma citratado
armazenado a -20°C aproximadamente. As dosagens do fibrinogénio foram realizadas pela
determinagdo do tempo de trombina (TT) e estes valores em segundos foram convertidos por
curva de calibragdo nos valores do fibrinogénio. O plasma citratado, foi centrifugado por oito
minutos a uma velocidade de 6 x 10° rotagdes por minuto.

O teste de geragdo de trombina foi realizado com metodologia semi-automatizada, utilizando
um fluorimetro'?> € um software'® por meio do método Calibrated Automated Thrombogram
(CAT) que permite a quantificagdo da trombina gerada, em nanomolares, mediante uso de um
calibrador de trombina de concentracdo conhecida (680 nM). Os reagentes utilizados foram
fator tissular, fosfolipides (Low tissue factor'®) e substrato fluorescente adicionado de célcio'*.

Detalhes da metodologia empregada no TGT, utilizada pelo Departamento de Hematologia da
Faculdade de Farmacia da UFMG estdo em anexo ao final da tese. Para este teste também foi
utilizado um pool de plasma citratado congelado a -80°C de cada grupo experimental no tempo
T8 e T12, ou seja, 8h e 12h (tempo final). Adicionalmente, foi realizado um pool do tempo
inicial TO, constituindo um grupo controle, sem qualquer tratamento. Para este pool, foram
utilizadas aliquotas do TO (valores basais) dos 36 animais, ou seja, amostras de animais higidos.
No T4 (4h), somente foi realizado o exame de TGT no grupo que recebeu veneno de B.
alternatus sem tratamento, ou seja, 4h ap6s o envenenamento.

4.8. HEMATOLOGIA

Amostras de sangue coletadas nos tempos zero (T0) e 12h (tempo final) foram acondicionadas
em tubos com EDTA de potassio a 10%, homogeneizadas e processadas em analisador
hematoldgico veterinario automatico'®. Foram avaliados a contagem total de eritrocitos,
leucocitos e plaquetas e, a concentragdo de hemoglobina, e calculados os indices hematimétricos
(volume globular médio — VGM, concentrag¢do de hemoglobina globular média — CHGM, indice
de anisocitose — RDW e volume plaquetario médio — VPM). O volume globular foi realizado
pela técnica de micro-hematocrito em microcentrifuga.

Uma gota de sangue sem anticoagulante foi utilizada para a realizagdo dos esfregagos
sanguineos em laminas de vidro para microscopia (26x76mm), corados com pandtico rapido
para a semiologia de lamina (contagem diferencial de leucocitos, morfologia) em microscopia
optica.

10 Bios Diagnostica

! Clot Time

12 Fluoroskan Ascent

13 Thrombinoscope, BV

14 Low tissue factor — Stago- France
15 Fluca — Stago- France

16 Poch-100iV Diff® ROCHE
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49. BIOQUIMICA SERICA

O soro foi utilizado para dosagem bioquimica por método automatizado'” das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT),
fosfatase alcalina (FA), triglicerideos, creatinina, ureia, glicose, proteina total no tempo
experimental inicial TO e T12 com reagentes bioquimicos comerciais'®.

Para as dosagens de eletrélitos sodio' e potassio® foram utilizados pool de soro de cada grupo
experimental (G1 a G9) com reagentes comerciais no equipamento semiautomético’!. Para
constituir estes pools, foram pipetados 50uL de soro de cada animal do grupo que constituiam
no tempo final do experimento T12 e, além disto, formou-se um grupo controle do mesmo
modo pipetando, 50uL dos animais no tempo inicial (TO).

O perfil proteico sérico fracionado foi realizado pela técnica de eletroforese horizontal em gel
de agarose a 12% e tampao TRIS, utilizando as amostras de soro congeladas. Foram feitas com
amostras nos tempos iniciais (TO) e finais (T12). Os géis foram corados com amido negro e
descorados em uma série de etanol e acido acético. A leitura dos géis foi feita por um scanner
utilizando um sofiware**. A concentragdo proteica (mg/dL) foi determinada multiplicando-se o
percentual de cada fracdo obtida pela concentragdo da proteina total realizada por técnica
bioquimica.

4.10. EUTANASIA

Ao final do tempo experimental T12, foi realizada a eutanasia dos coelhos com sobredose de
tiopental sodico (dose aproximada de 150 mg.kg™') IV em bollus rapido no cateter central. Apds
a eutanasia, os animais foram necropsiados para a avaliagdo macroscopica e coleta de fragmento
dos seguintes 6gdos e tecidos: musculatura estriada esquelética onde foi inoculado o veneno,
coragdo, figado, pulmdes e rins.

4.11. HISTOPATOLOGIA

Estes fragmentos de tecidos foram fixados por 24h em formalina tamponada a 10% e ap0s isto,
armazenadas em solugdo de alcool a 70% para posterior processamento de rotina histologico. Os
fragmentos apos fixacdo foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool etilico,
diafanizados e incluidos em parafina para posterior corte histolégico em micrétomo na
espessura de cinco micrometros. Apds, os cortes foram estirados em dgua aquecida a 56°C,
distendidos em laminas de vidro, desparafinizados, hidratados e posteriormente corados com
Hematoxilina e Eosina e, finalmente montados com laminula e balsamo do Canada.

4.11.1. Analise imunoistoquimica para caspase-3

O exame de imunoistoquimica do tecido muscular estriado esquelético foi realizado em um
animal de cada grupo que recebeu veneno de serpente B. alternatus independente do tratamento
realizado (G4, G5, G6, G7, G8 ¢ G9). Foram obtidos cortes histologicos de 4 um do tecido
muscular em laminas de vidro gelatinizadas. Essas laminas foram desparafinizadas em estufa a

17 Cobas Mira Plus® ROCHE

18 Bioclin

19 Human diagnostic world wide
20 In vitro

2I' TP Analyzer

22 Celm SE-250
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60°C por 12 horas, para a realizagdo da técnica de imunoistoquimica com sistema de detec¢ao
polimérico-HRP (estreptoavidina-peroxidase).

As reagdes de recuperacdo antigénica foram feitas com citrato pH 6,0 em panela de pressao tipo
pascal®® seguido pelo bloqueio da peroxidase enddgena com solugdo de dgua oxigenada em
metanol 1%, e da proteina enddgena (Ultra V-block) em temperatura ambiente. As amostras
foram entdo recobertas pelo anticorpo primario anti-caspase-3 (clone Ab-4, dilui¢do 1:300),
com o tempo de incubagdo over night em temperatura 8°C. Para a revelagdo, foi utilizado
sistema de detec¢do polimérico®®, de acordo com as instrugdes do fabricante. A revelagdo
colorimétrica foi realizada com diaminobenzidina (DAB). A contra coloracdo foi feita com
Hematoxilina de Mayer na imunomarcagao. Foram considerados positivos os casos em que
houve marcacao citoplasmatica e nuclear nas fibras musculares pela caspase-3.

A figura 7. elenca os exames realizados no presente estudo e respectivos tempos experimentais.
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Eutanasia e anatomopatologia

Figura 7. Exames realizados e respectivos tempos experimentais. TO = Tempo antes de qualquer
intervengdo (valores basais); T1 = Tempo 1h apds administragdo de NaCl ou veneno (desafio), e antes de
qualquer tratamento; T4= 4h apds desafios e tratamentos; T8= 8h apds desafios e tratamentos; T12 apos
desafios e tratamentos (tempo final). **TGT= Teste de Geracdo de Trombina. Realizado com pool de
amostras do G4 (veneno) somente no T4 (4h). Realizado com pool de amostras dos grupos G1, G2, G3,
G4, G5, G6, G7, G8, G9 em T8 (8h) e T12 (12h). ***Sodio e potassio - exames realizados com pool de
amostras. TTPa= Tempo de tromboplastina parcial ativado; TP= Tempo de protrombina; TT= tempo de
trombina. FA= Fosfatase alcalina; ALT= alanino aminotransferase; AST= Aspartato aminotransferase.

2 Dako, USA
2 Novo Link -RE7280-K Novocastra
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4.12. ESTATISTICA
O delineamento aplicado foi inteiramente casualizado em parcelas subdivididas (Sampaio,
2007). As parcelas correspondem aos tratamentos ¢, as subparcelas, aos tempos de avaliagdo. Os
resultados obtidos foram testados quanto a distribui¢do normal pelo teste de Shapiro-Wilk. Os

dados foram plotados em tabelas e analisados pelo programa Statistical Analysis System (SAS).

Foi realizada analise de variancia — ANOVA ¢ a compara¢do de médias pelo teste de Tukey,
com um nivel de significancia com p < 0,05.

Para o Teste de Geragdo de Trombina (TGT) foi feita a correlagdo de Pearson.
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5. RESULTADOS

5.1.  VENENO
A dosagem proteica do veneno bruto apds diluigdo revelou uma concentragdo de 53,2 mg.ml.

A caracterizagdo do veneno pela eletroforese vertical em gel de poliacrilamida — SDS PAGE
corada por prata demonstrou em 10 e 20 pg de amostra, a presenca das principais fragdes, de
acordo com as massas moleculares das bandas responsaveis pelos sinais clinicos e sintomas
decorrentes de envenenamento botropico, isto €, bandas com massas em torno de 28 kDa, e
bandas entre 32 a 55 kDa aproximadamente, sendo que, nestas faixas de massa molecular estdo
as lectinas tipo C, serinoproteases e metaloproteases de classes P-I1 e P-III. As bandas que
caracterizam as SVMPs (acima de 40 kDa) tiveram a marcagdo mais intensa no gel.
Adicionalmente, foi observado bandas de aproximadamente 14 kDa, relativa as PLA,. Estas
bandas somente foram marcadas ap6s redugéo das pontes dissulfetos (Fig.8).

kDa
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Figura 8. SDS-PAGE do veneno utilizado, com os principais componentes do veneno de Bothrops
alternatus.

Gel de concentragdo: 4%

Gel de separagdo: 12,5%

P - Padrido: ECL™ Rainbow ™ Marker — Full range (Amersham ™)
1 — B. alternatus sem reduggo (10pg)

2 — B. alternatus sem redugo (20pg)

3 — B. alternatus com redugdo (10pg)

4 — B. alternatus com redugdo (20pg)

Coloragao por prata
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5.2.  PROVAS DE COAGULACAO

5.2.1. Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), Tempo de Protrombina (TP), Tempo
de trombina (TT) e fibrinogénio

Entre os diferentes tempos experimentais (TO, T1, T4, T8 e 12) e entre os grupos experimentais
(G1 a G9), nao houve diferenca estatistica significativa para os pardmetros TTPa, TP, TT e

fibrinogénio. Estdo apresentados os valores obtidos em todos os grupos e tempos experimentais
realizados, (Tab.1).
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Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), tempo de Protrombina (TP), tempo de trombina (TT) e

fibrinogénio de coelhos de diferentes grupos (G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8 ¢ G9) em diferentes tempos (T0, T1, T4, T8 ¢ T12)

Parametro Tempo Gl G2 G3 G4 G5 Go6 G7 G8 GI
TTPa TO  14,95+1,68  11,97£1,26  11,77£2,51  16,46+2.36 10,75£3,80  12,64+2,79 11,85£1,50  14,08+1,06  17,88+0,75
Tl  14,53+048  10,93£2,06  13,53£0,45  20,15+5,57 12,69£5,69  12,30+2,63 16,0+1,00 12,44£1,69  14,69+2,04
T4  14,41£1,84  10,62+1,58  11,41+1,80  21,32+4,75 17,16£6,03  18,39+5,54 13,5+1,30 15,19£1,49  16,54+0,89
T8  13,64+2.21 8,78+1,74  12,64+1,00 21,47+£541 16,01£2,60  18,25+6,63 12,941,25 14,63£0,11  17,91+1,96
T12 14,48+2,72  10,14+0,78 11,00£2,67 19,95+7,48 18,59+3,49  13,73+7,24 12,30+2,67 15,02+42,02  14,81+3,51
TP TO 9,01+1,09 7,48+0,23 7,83+0,83 8,49+1,19 8,05+0,58 9,83+0,20 8,10+0,80 8,55+0,90 9,31+1,04
Tl 8,55+1,10 7,59+0,16 7,45+0,35 10,25+0,60 8,15+0,60 9,91+0,32 7,33+0,60 8,66+0,79 9,70+1,00
T4 8,54+1,46 7,59+0,39 7,80+0,29 9,76+1,08 8,44+0.81 9,81+0,51 6,33+0,55 9,09:0,87 8,24+1,34
T8 8,09+1,19 7,09+0,11 7,90+0,30 8,94+0,64 8,20+0,60 9,56+0,71 6,9+0,40 8,29+1,31 8,13+0,93
Ti2  7,89+0,79 6,95+0,07 7,01+0,68  8,73+0,75 8,61£0,49  10,18+0,96 8,38+0,85 7,83+0,79 7,53+0,66
TT TO 7,70+0,30 7,65+0,10 7,80+0,20 8,59:+0,93 8,41+0,49 8,51+1,32 8,44+1,25 7,40+0,30 7,44+0,29
T1 7,43+0,33 7,5140,59 7,45+0,30 9,34+1,58 8,88+0,48 8,54+0,91 8,50+0,30 8,50+0,38 7,39+0,26
T4 7,26+0,24 7,75+0,43 7,25+0,20 8,63+0,75 8,53+0,54 8,28+1,19 8,55+0,56 8,24+0,67 7,43+0,28
T8 7,45+0,20 7,94+0,41 7,85+0,43 9,18+1,36 7,68+0,63 8,03+0,45 7,78+0,50 8,05+0,33 8,13+0,98
T2 7,70+0,75 7,40+0,33 7,90+0,45 8,39+0,71 7,88+0,62 7,94+0,37 7,80+0,40 7,65+0,80 8,14+0,99
Fibrinogénio  TO  502,75+35,75 506,75+12,75 500,75+30,70 421,50+70,75 427,00+46,50 443,25+127,75 440,40£80,70 542 33+43,11 536,75+38,25
TL  539,00+44,00 535,00+69,00 540,00+45,00 387,00+99,50 385,25+38,75 425,50+85,50 400,35+£38,00 418,25+34,75 543,00+33,50
T4 561,25+34,25 498,50+51,00 565,30+34,00 413,25+68,25 418,00+44,50 463,75+£96,88  420,00+45,55 454,50+80,75 538,25+37,25
T8  533,50+25,75 477,50+46,00 500,50+48,00 391,00+83,50 514,50+76,50 466,75+49,75  525,00+74,00 462,50+35,00 469,75+105,75
T12 545,50+45,00 434,50+69,00 489,75+71,25 475,25+41,75 500,20£35,10 522 67+92.44 469,50+107,00

516,25491,25

542,50+45,00

TO = Tempo antes de qualquer intervengdo (valores basais); T1 = Tempo 1h apoés administragdo de NaCl 0,9% ou veneno Bothrops alternatus (desafios), e antes de
qualquer tratamento; T4= 4h apés desafios e tratamentos; T8= 8h apods desafios e tratamentos; T12 apos desafios e tratamentos (tempo final).
G1- grupo sem indugdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e + acido tranexamico; G2- grupo sem indugdo de envenenamento (NaCl 0,9%) + desmopressina; G3- grupo sem
indugdo de envenenamento (NaCl 0,9%) + soro antibotropico; G4- grupo B. alternatus + NaCl 0,9%; G5- grupo B. alternatus + acido tranexdmico; G6- Grupo B.
alternatus + desmopressina; G7- grupo B. alternatus + soro antibotropico; G8- grupo B. alternatus + soro antibotropico + acido tranexamico; G9- grupo B. alternatus +
soro antibotropico + desmopressina.
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5.2.2. Teste de geracao de trombina (TGT)

Os grupos G3 (soro antibotropico) e G7 (veneno B. alternatus + soro antibotropico)
apresentaram erro na leitura do teste de geragdo de trombina, portanto, ndo serao
apresentados.

Diferentemente das provas cldssicas de triagem da hemostasia relacionadas
anteriormente (TTPa, TP, TT e fibrinogénio), os indices obtidos do trombograma
pelo teste de geracdo de trombina (TGT), revelaram no tempo experimental de 8h
(T8) que, os menores valores de geracdo de trombina (ETP) foram observados nos
grupos G4 (B. alternatus tratado com NaCl 0,9%), G5 (B. alternatus tratado com
ATX) e G6 (B. alternatus tratado com DDAVP) e, o maior valor de TGT ocorreu no
grupo controle (plasma de coelhos higidos), seguido dos grupos G2 (DDAVP) e Gl
(ATX), conforme demonstrado na tab. 2.

Em relagdo ao Lagtime, o maior valor obtido foi observado no grupo G6 (B.
alternatus tratado com DDAVP), um maior tempo para iniciar a geragdo de trombina
e formar o coagulo. Os grupos G4 (B. alternatus tratado com NaCl 0,9%) e G5 (B.
alternatus tratado com ATX) apresentaram /agtime semelhantes, inclusive iguais ao
grupo G2 (DDAVP), cujos animais ndo receberam veneno de serpente B. alternatus
(Tab. 2).

Os grupos que apresentaram os menores indices para atingir o pico #Peak foram os
grupos G2 (DDAVP), G4 (indugdo de envenenamento B. alternatus + NaCl 0,9%),
G6 (inducdo de envenenamento B. alternatus + DDAVP) e G8 (inducao de
envenenamento B. alternatus + soro antibotropico + acido tranexamico). Fato
relevante ¢ que, o grupo G2 (DDAVP) ndo recebeu veneno de serpente (Tab. 2).

Quando se avalia o Lagtime, que € o periodo de laténcia até gerar a trombina, nota-se
que no tempo experimental final (T12), todos os grupos apresentaram valores
semelhantes, exceto o grupo G6 (B. alternatus + DDAVP) que apresentou o maior
indice, ou seja, houve um maior tempo para a formagdo do coagulo, semelhante ao
observado no T8 (8h). Este parametro pode ser relacionado ao TTPa, que neste
estudo ndo apresentou alargamento de forma t3o intensa, mesmo gerando menor
quantidade de trombina. Os grupos G5 (indugdo de envenenamento B. alternatus +
ATX) e G6 (inducdo de envenenamento B. alternatus + DDAVP) tiveram os piores
indices de Lagtime indicando prolongamento para coagular e os menores indices de
ETP, indicando as menores taxas da geragao da trombina.

O grupo G6 (B. alternatus tratado com DDAVP) foi 0o que mais demorou a atingir o
pico de geracdo de trombina, seguido do grupo G5 (indugdo de envenenamento B.
alternatus + ATX) e G9 (indugdo de envenenamento B. alfernatus + soro
antibotropico + DDAVP). Os menores valores para o pico de geracdo de trombina
foram observados nos grupos G4 (indugdo de envenenamento B. alternatus + NaCl
0,9%), G5 (inducdo de envenenamento B. alternatus + ATX), G6 (inducdo de
envenenamento B. alternatus + DDAVP) e G8 (inducdo de envenenamento B.
alternatus + soro antibotropico + acido tranexamico) e, os maiores valores para o
grupo controle € G1 (ATX) (Tab.3).

No tempo final do experimento (T12), todos os grupos que receberam veneno de
serpente B. alternatus apresentaram geracdo de trombina demonstrada pelo ETP
inferior ao grupo controle (animais higidos). Os piores indices deste pardmetro foram
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observados nos grupos G5 (B. alternatus + ATX) e G6 (indug@o de envenenamento
B. alternatus + DDAVP) e, os melhores indices observados nos grupos controle, G1
(ATX) e G2 (DDAVP) (Tab. 2 e 3).

Houve forte correlagdo de Pearson positiva entre o indice de geragdo de trombina,
ETP e o pico de geracdo Peak com r = 0,84 e coeficiente de determinacdo ajustado
R2? = 0,68. Também houve forte correlagio de Pearson positiva entre Lagtime e
ttPeak com r = -0,83 e coeficiente de determinacdo ajustado R?= 0.67.

Adicionalmente, foi observada forte correlagdo de Pearson negativa entre Lagtime ¢
ETP com 1= -0,78 e coeficiente de determinagdo ajustado R*= 0.59. Também houve
forte correlagdo de Pearson negativa, entre Peak e ttPeak r = -0,73 e coeficiente de
determinacdo ajustado R? = 0,50. Houve moderada correlagdo de Pearson negativa
entre Lagtime ¢ Peak r= -0.70 ¢ coeficiente de determinagio ajustado R?= 0,45. E
por ultimo, presenca de moderada correlagdo de Pearson negativa entre ETP ¢ ttPeak,
r=-0,57 com p = 0,0158 ¢ coeficiente de determinagdo ajustado R?= 0,28.

No TGT, 4h apos o envenenamento, ja havia redu¢do da geracdo de trombina
observada na Fig. 9. O grupo controle (animais higidos) apresentou os maiores niveis
de trombina quando comparados aos demais grupos no tempo experimental T8 (8h),
Mesmo nos grupos com soro antibotropico, houve reducido dos niveis de trombina,
conforme demonstrado na Tab. 2 e¢ 3. Da mesma forma, quando se avalia o T12
(12h), o grupo controle (animais higidos) apresentou os maiores niveis de trombina
quando comparados aos demais grupos no tempo experimental. Mesmo os grupos
que receberam soroantiofidico, houve redugdo dos niveis de trombina. O grupo G6
(indugdo de envenenamento B. alternatus + DDAVP) apresentou os menores niveis
de trombina no tempo T12 (Fig. 11).

As figuras 10 e 11 mostram uma comparagdo entre os grupos, G4 (B. alternatus +
NaCl 0,9%), G5 (B. alternatus + ATX) e G6 (B. alternatus + DDAVP) e o grupo
controle (animais higidos). Fica evidente que os farmacos ATX e DDAVP nio
impediram a redugdo da gera¢do de trombina, e inclusive a administracdo de
DDAVP sinaliza uma pior resposta (Tab. 2).

Tabela 2. Geragdo de trombina entre os grupos experimentais G1, G2, G4, G5, G6, G8, G9 no
tempo experimental T8 comparado a um grupo controle.

Low Tissue Factor 1pM

Parametros Controle Gl G2 G4 G5 G6 G8 G9
Lagtime (min) 2,13 2,47 2,80 2,80 2,80 3,47 2,13 2,47
ETP (nMemin) 390,79 298,35 327,96 254,49 282,52 287,41 293,41 301,65
Peak (nM) 117,52 77,16 73,48 62,52 5434 58,72 59,39 70,79
ttPeak (min) 4,47 4,81 6,14 5,14 4,81 6,14 5,47 4,81

Lagtime (min): tempo necessario para comecar a gerar trombina. Endogen thrombin potential - ETP:
Potencial endodgeno de trombina. Peak height (nM): Altura do pico. Time to peak: Tempo para atingir o
pico. * Grupos 3 e 7 os exames apresentaram erro durante o exame. Low tissue factor 1pM: baixo fator
tecidual 1pM
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G1- grupo sem indugdo de envenenamento (NaCl 0,9%) + acido tranexamico; G2- grupo sem indugio
de envenenamento (NaCl 0,9%) + desmopressina; G4- grupo indugdo de envenenamento B. alternatus +
NaCl 0,9%; G5- grupo B. alternatus + acido tranexdmico; G6- Grupo B. alternatus + desmopressina;
G8- grupo B. alternatus + soro antibotropico + acido tranexamico; G9- grupo B. alternatus tratado
+antibotropico + desmopressina.

Tabela 3. Geragdo de trombina entre os grupos Gl, G2, G4, G5, G6, G8 ¢ GY no tempo
experimental T12 comparado a um grupo controle.

Low Tissue Factor 1pM

Parametros Controle Gl G2 G4 G5 Go G8 G9
Lagtime(min) 30 2,13 2,67 3,33 3,67 6,0 3,0 3,0
ETP(nMe*min) 389,38 360,03 392,26 221,44 189,71 91,9 220,35 321,21
Peak(nM) 95,2 80,96 68,08 52,49 33,02 11,06 28,64 37,34
ttPeak(min) 5,67 5,14 7,0 5,67 6,33 10,33 7,0 7,67

Lagtime (min): tempo necessario para comegar a gerar trombina. Endogen thrombin potential - ETP:
Potencial enddgeno de trombina. Peak height (nM): Altura do pico.Time to peak: Tempo para atingir o
pico. * Grupos 3 e 7 apresentaram erro durante o exame. Low tissue factor 1pM: baixo fator tecidual
1pM

G1- grupo sem indugdo de envenenamento (NaCl 0,9%) + acido tranexdmico; G2- grupo sem indugio
de envenenamento (NaCl 0,9%) + desmopressina; G4- grupo indug@o de envenenamento B. alternatus +
NaCl 0,9%; G5- grupo B. alternatus + acido tranexdmico; G6- Grupo B. alternatus + desmopressina;
G8- grupo B. alternatus + soro antibotropico + acido tranexamico; G9- grupo B. alternatus tratado
+antibotropico + desmopressina.
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Figura 9. Geragdo de trombina do grupo G4 (veneno de B. alternatus) nos tempos 4h, 8h e

12h, e grupo controle (animais higidos)
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Figura 10. Geracao de trombina de coelhos higidos (controle) e de coclhos que receberam
desmopressina  distribuidos nos grupos G2 (sem indugcdo de envenenamento +
desmopressina), G6 (com indug¢do de envenenamento, B. alternatus + desmopressina), G9
(com indugdo de envenenamento, B. alternatus + soro antibotropico + desmopressina),
comparados ao grupo G4 (com indugdo de envenenamento, B. alternatus), 8h apos.
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Figura 11. Geragdo de trombina de coelhos higidos (controle) e de coelhos que receberam
desmopressina distribuidos nos grupos G2 (sem indugdo de envenenamento +
desmopressina), G6 (com inducdo de envenenamento, B. alternatus + desmopressina), G9
(com indugdo de envenenamento, B. alternatus + soro antibotrépico + desmopressina),
comparados ao grupo G4 (com indugdo de envenenamento, B. alternatus), 12h apods.
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Figura 12. Geragdo de trombina de coelhos higidos (controle); G4 (com inducdo de
envenenamento, B. alternatus); G5 (com induc¢do de envenenamento, B. alternatus + acido

tranexamico); G6 (com indugdo de envenenamento, B. alternatus + desmopressina) no T12.
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Figura 13. Geracao de trombina de coelhos higidos (controle) e de coclhos que receberam
acido tranexamico (ATX) distribuidos nos grupos, G1 (sem indug¢do de envenenamento +
ATX), G5 (com indugdo de envenenamento, B. alternatus + ATX), G8 (com indugdo de
envenenamento, B. alternatus + soro antibotropico + ATX), comparados ao grupo G4 (com
indugdo de envenenamento, B. alternatus), 8h apos.
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Figura 14. Geragdo de trombina de coelhos higidos (controle); G1 (sem inducdo de
envenenamento + acido tranexamico - ATX); G4 (veneno B. alternatus); G5 (veneno B.
alternatus + ATX) e G8 ( veneno B. alternatus + ATX + soro antibotropico), 12h apods

(tempo final).
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Figura 15. Grupo controle (geracdo de trombina de coelhos higidos); G4 (veneno B.
alternatus); G5 (veneno B. alternatus + ATX) e, G6 (veneno de B. alternatus +

desmopressina (G6), 12h apds (tempo final).
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53. HEMOGRAMA
5.3.1. ERITROGRAMA

5.3.1.1. Hemacias

Os valores das hemacias (x10° céls/uL) ndo diferiram entre os grupos experimentais.
Os animais do grupo G5 (veneno de B. alternatus + ATX) apresentaram o menor
valor médio (4,37 + 0,52 x10° céls/pL) no tempo final, valores esses abaixo do limite
de normalidade para coelhos (5,2 a 6,8 X 10%uL de sangue) conforme descrito por
Campbell (2007a).

5.3.1.2. Hemoglobina

Os valores observados para hemoglobina nos grupos, G1 (sem inducao de
envenenamento + ATX) de 10,95+1,80 g/dL; G4 (veneno B. alternatus) de
10,68+1,38 g/dL; G5 (veneno B. alternatus + ATX) de 9,38+1,33 g/dL; G6 (veneno
B. alternatus + desmopressina) de 10,15+1,74 g/dL e G8 (veneno B. alternatus +
ATX + soro antibotropico) 10,63+0,90 g/dL apresentaram abaixo do limite inferior de
normalidade para a espécie (11,5 a 15,1 g/dL) em T12, segundo Campbell (2007a).

De forma semelhante ao observado para o nimero de hemacias, os animais do grupo
G5 apresentaram os menores valores de hemoglobina (9,38+1,33 g/dL) (Tab. 4).

5.3.1.3. Volume globular

Em relacdo ao volume globular, no tempo zero (T0), todos os grupos apresentaram
valores médios dentro do limite de normalidade para a espécie (36,6 a 47,4%),
segundo Campbell (2007). Apos os desafios e tratamentos, somente os grupos G3
(soro antibotrépico) e G7 (veneno + soro antibotrépico) mantiveram os valores
dentro do limite de normalidade. E corroborando os resultados anteriores, o grupo G5
apresentou o menor valor médio 29,5 + 4,80% em T12 (Tab. 4).

5.3.1.4. Concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM) e Volume
globular médio (VGM)

Nao houve altera¢do dos valores médios de VGM entre os grupos experimentais ou
tempos TO e T12 e, os valores ficaram dentro dos limites de referéncia para a espécie
(64,6 a 76,2 fL). De forma semelhante, os valores de CHGM nio alteraram e ficaram
dentro dos limites de referéncia para a espécie (29,5 a 33,9 %), segundo Campbell
(2007). Portanto, os animais apresentaram uma anemia normocitica normocrémica
(exceto os grupos, G3 e G7).

5.3.1.5. Indice de anisocitose - RDW - SD

O indice de anisocitose determinado pela amplitude de distribuigdo dos eritrocitos,
medida como desvio padrdo - RDW SD, também néo diferiu entre grupos ou tempos
com média amostral ¢ desvio padrdo de 36,32 + 2,89 fL; coeficiente de variacdo
7,95%; 1C 95% = 35,67 a 36,98 fL.
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5.3.1.6. Contagem plaquetaria

A avaliacdo plaquetaria quantitativa foi prejudicada por causa dos agregados
plaquetarios vistos nos esfregagcos. Realizou-se entdo, uma estimativa por grupos,
mas que nao diferem entre si.

Nos animais que receberam veneno de Bothrops alternatus, grupos G4, G5, G6, G7,
G8 e (39, as contagens plaquetarias estavam acima de 250.000 células/pL.

Também ndo foram visualizadas alteragcdes morfologicas significativas a microscopia
oOptica e nem alteragdes no volume plaquetario médio (VPM).
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Tabela 4. Valores médios + desvio padrdo do hemograma (hemacias, hemoglobina, volume globular, CHGM e VGM), nos tempos TO (valores basais) e
T12h (tempo final) dos nove grupos experimentais.

Parametro Tempo G1 G2 G3 G4 G5 Go6 G7 G8 G9

Hemacias x10° céls/uL.  TO 5,4540,53  5,73+£0,59  6,10+£0,39 5,50+0,73  5,14+0,69 5,84+0,99 5,92+0,28 5,60+0,41  6,00+0,19
T12  5,17+£0,84 5,13£0,63  5,90+0,35 5,00+ 0,64 4,37+0,52 4,93+0,94 5,63£0,23 4,98+0,62  5,30+0,58

Hemoglobina g/dL TO  11,70+1,33 12,80+1,55 13,8+0,72  12,2+1,51 11,30+1,77 12,30+1,87 13,3+0,92 12,50+0,22 13,10+0,29
T12 10,95+1,80 11,23+1,63 13,13+0,62 10,68+1,38 9,38+1,33 10,15+1,74 12,4+0,53 10,63+0,90 11,23+1,07

Volume globular % TO 37,8+4,65 40,0£5,35 38,8+1,89  40,0+4,69 36,5+6,76  39,3+5,19 38,5+£3,11 39,8+0,50  43,0+2,94
T12 34,8532 35,8+532 36,642,060 34,0+4,55 29,544,80 33,0+5,48 36,3£2,22 33,5+2,89  35,5+3,32

CHCM % TO 31,5+0,7 32,1+0,7 35,8+0,9 30,6+0,5 31,2+0,9 31,3£0,9  35,3+0,7  31,5+0,5 30,6+2,6
T12 31,542,0 31,440,4 35,140,9 31,4+£1,1 31,9417 30,8+0,2  34,8+0,4 31,7+1,1 31,6+0,2
VCM {L TO 69,2+2,55  69,7£3,42  63,6+2,70  72,3+2,14  70,7+3,73  67,6+2,85 65,0£2,73 70,4+5,75  71,2+5,73

T12  67,3+4,15 69,6£2,56 62,75+2,19 67,9+3,81 67,3+3,38  67,3+2,31 64,4£2,99 67,6£3,34  66,6+3,79

G1- grupo sem inducdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com écido tranexamico; G2- grupo sem inducgdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e
tratado com desmopressina; G3- grupo sem indug@o de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com soro antibotropico; G4- grupo B. alternatus tratado
com NaCl 0,9%; G5- Grupo B. alternatus tratado com acido tranexdmico; G6- Grupo B. alternatus tratado com desmopressina; G7- grupo B.
alternatus tratado com soro antibotropico; G8- grupo B. alfernatus tratado com soro antibotrépico + acido tranexamico; G9- grupo B. alternatus
tratado com soro antibotropico + desmopressina.
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54. LEUCOGRAMA

5.4.1. Leucocitos totais

Nao houve diferenca significativa na contagem total de leucécitos entre os grupos
experimentais, exceto entre os grupos G4, G6 e G8 que diferiram entre grupos
experimentais (Tab.6).

O maior valor médio do niimero de leucdcitos totais, 13,30 + 3,96 X 103/uL, foi
visto no grupo G6 (veneno + desmopressina) no T12 (tempo final). E, o segundo
maior valor médio (11,40 + 1,36 X 10°/uL) foi observado no grupo que recebeu
apenas veneno (G4), ficando acima do limite superior de normalidade para e
espécie (Tab. 5).

Tabela 5. Valores de referéncia do leucograma de coelhos, segundo Campbell (2007a).

Parametros Referéncia
Leucécitos totais

(/uL) 6,300 — 10,060
Neutrofilos segmentados (/pL) 1,490 — 3,210
Bastonetes (/uL) 0
Linfocitos (/uL) 3,360 — 7,000
Monocitos (/uL) 50 -450
Monocitos (/uL) 10—-150
Basofilos (/uL) 60 —360

5.4.2. Neutroéfilos segmentados (nlimero relativo e absoluto)

Em relacdo aos niimeros relativo e absoluto de neutroéfilos, somente houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos, G3 (grupo sem indu¢io de envenenamento (NaCl
0,9%) + soro antibotropico) que apresentou o menor valor médio e, G6 (B. alternatus +
desmopressina) que apresentou o maior valor médio (Tab. 6).

Os neutrofilos segmentados foram as células brancas de maior niimero no sangue
circulante dos coelhos deste experimento (Tab. 6), independente do tratamento,
desde o tempo zero (valores basais), diferindo de Campbell (2007).

5.4.3. Linfocitos (nimeros relativo e absoluto)

Em relacdo aos numeros relativo (%) e absoluto de linfocitos nao houve
diferencga significativa entre os grupos e tempos experimentais.

5.4.4. Mondcitos, eosinofilos e basofilos

Monocitos e eosinofilos foram células raras nos esfregacos e, ndo foram vistos
basofilos (Tab. 6).
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Tabela 6. Valores médios + desvio padrio do leucograma nos tempos TO e T12: Leucécitos totais (X 10°/uL); neutrofilos segmentados relativos (%) e

absolutos (X 103/uL); linfocitos relativos (%); linfocitos absolutos (X 10°/uL de sangue); eosinéfilos relativos (%) e absolutos (X 103/uL); mondcitos
relativos (%) e absolutos (X 10%/uL).

Parametro Tempo Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9
Leucdcitos TO 8,88+0,61 9,48+2,53 6,18+0,55 8,85+ 1,97a 8,25+1,68  9,65+5,64a 6,63+1,29 7,85+2,44a 14,3+£3,30
T12 9,35+1,16 9,68+1,19 7,35+£1,71 11,40+ 1,36b 8,55+ 1,27  13,30+£3,96b  8,90+2,03 9,88+2,22b  10,63+3,59
Neutrofilos % TO 70,8+8,43 71,2548,18 49,25+13,58  67,0+13,73 68,5+£15,26  71,75£17,63  33,0+£17,6  69,25+14,75  90,75+2,63
T12 53,5£13,48  57,5+17,33 50,25+12,60 74,25+4,99  66,25£14,36  76,0+6,16  79,5+3,41 64,75+8,5 63,0+£22,25
Neutrofilos absolutos ~ TO 6,26+0,57 6,62+1,06 3,06+1,08 5,99+2,04 5,79+£2,13 7,24+5,13 2,38+1,61a 5,64+2,84 13,0£3,22
T12  4,89+0,63AB 5,51+1,75AB 3,74+1,58A 8,4+4, 1,15AB 5,72+1,78AB 10,27+3,83B 7,07+1,64AB 6,45+1,96AB 7,27+3,97AB
Linfocitos % TO 20,0+5,78 23,0£10,42  46,25+12,58  30,0+13,73 27,5+14,47  27,0+18,22  65,5+16,74  27,75%14,38 6,75£2,5
T12  40,75+14,17 36,5+15,37 41,25+£16,31  24,0+6,27 30,0+£13,39  23,0+6,37 16,5+2,88 31,0+8,60 33,25422,8
Linfocitos absolutos TO 1,79+0,59 2,35+1,78 2,83+0,74 2,59+1,03 2,1240,73 2,24+1,79 4,444+0,98 1,98+0,97 0,92+0,23
T12 3,91+1,6 3,58+1,79 2,95+1,34 2,75+0,89 2,51+0,98 2,90+0,36  1,46+0,40 3,01+0,91 2,94+0,66
Mondcitos % TO 900+4,3 5,00£2,1 4,00+1,2  4,00+1,0 4,00+2,1 1,66+0,57 2,66+1,5 2,75+1,25 2,50+1,0
T12 5,2542,5 5,543,41 3,0£1,0  3,5+0,7 3,75+1,5 2,0+0,0 4,0+1,82 4,543 3,77+3,59
Mondcitos absolutos TO 0,81£0,41 0,44+0,13 0,15£0,09 0,35+0,03 0,34+0,22 0,21£0,11 0,16+0,09 0,20+0,09 0,35+0,16
T12 0,49+0,24 0,51£0,31 0,30+0,15  0,36+0,01 0,31+0,09 0,2540,03 0,37+0,17 0,42+0,28 0,40+0,40
Eosinofilos % TO 1 1 1 0 0 0 1 1 0
T12 1 2 0 0 0 0 0 0 0
Eosinofilos absolutos TO 0,09 0,06 0 0 0 0 0 1 0
T12 0,09 0,21 0 0 0 0 0 0 0

Letras diferentes, maitsculas, no parametro avaliado na linha (grupo) diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey p < 0,05.

G1- grupo sem inducdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com 4cido tranexamico; G2- grupo sem inducdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e
tratado com desmopressina; G3- grupo sem indu¢do de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com soro antibotropico; G4- grupo B. alternatus tratado
com NaCl 0,9%; G5- grupo B. alternatus tratado com acido tranexamico; G6- grupo B. alternatus tratado com desmopressina; G7- grupo B. alternatus

tratado com soro antibotropico; G8- grupo B. alternatus tratado com soro antibotrdpico + acido tranexamico; G9- grupo B. alternatus tratado com soro
antibotropico + desmopressina.
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5.5. EXAMES BIOQUIMICOS

Glicose, triglicerideos, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), a glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA), ureia, creatinina,
potassio, sodio, proteina sérica total e fracionada, (Tab.7. valores de referéncia).

5.5.1. Glicose

Para o analito glicose (mg.dL"'), dos seis grupos que receberam veneno de B.
alternatus, cinco grupos (G4, G5, G6, G8 e G9) apresentaram um aumento
significativo (p < 0,05) em seus valores no tempo final (T12). Somente o G7 (B.
alternatus + soro antibotropico) ndo apresentou aumento da glicemia, ficando claro o
efeito benéfico do soro antibotropico. E, ainda devendo ser postulado que os
farmacos ATX e DDAVP prejudicam a ag¢do do antiveneno, seja na sua distribuigdo
excrecao ou acdo farmacologica.

Também deve ser ressaltado que os animais do G4 (veneno B. alternatus)
apresentaram o maior valor médio, 168 + 34,1 (mg.dL™") (Tab. 8 e Fig. 16).
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Figura 16. Valores médios de glicose (mg.dL-!) entre os tempos experimentais iniciais (T0) e
tempos finais (T12) nos diferentes grupos (G).

G1 = acido tranexdmico; G2= desmopressina; G3 = soro antibotrdpico; G4 = veneno B.
alternatus; G5 = veneno B. alternatus + 4cido tranexamico; G6 = veneno B. alternatus +
desmopressina; G7 = B. alternatus + soro antibotropico; G8 = veneno B. alternatus + soro
antibotropico + 4cido tranexdmico; G9 = veneno B. alternatus + soro antibotrdpico +
desmopressina
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Tabela 7. Valores bioquimicos de referéncia para ureia, creatinina, ALT, AST, GGT, FA,
glicose, triglicérides, proteina total e albumina de coelhos higidos conforme Hewitt et al.
(1989)a, Campbell (2007)b , Spinelli et al. (2012)c e Kaneko, (2008)d.

Parametro Referéncia
Ureia mg.dL! 47,3 -57,7°
Creatinina mg.dL! 0,8-2,57¢
ALT U.L! <1002
AST U.L"! <100?
GGT U.L'! 0-14°
FAU.L! 121 — 145°¢
Glicose mg.dL™! 89 — 1443¢

Triglicerideos mg.dL™' 72 - 90°
Proteina total mg.dL! 58,5
Albumina mg.dL’! 3-3,34°

5.5.2. Triglicerideos

Em relagdo aos triglicerideos (mg.dL™"), todos os grupos, exceto o G2, apresentaram
valores médios basais (T0) acima do limite superior para a espécie (Tab. 7.), de
acordo com Spinelli et al. (2012). Todavia, grupos com indugdo do envenenamento ¢
tratados com DDAVP, G6 (veneno + DDAVP) e G9 (grupo B. alternatus + DDAVP
+ soro antibotropico) foram os que apresentaram os maiores valores médios no
tempo final, de 271 + 93mg.dL"! € 198,0+61,8mg.dL " respectivamente (Tab.8).

5.5.3. Alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), o
glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA)

Em relagdo as enzimas hepaticas ALT, AST, GGT e FA nao houve diferenca
significativa (P > 0,05) entre os grupos e tempos experimentais (Tab. 9), devendo ser
salientado que todos os valores encontrados se encontram dentro do limite de
normalidade proposto por Hewitt et al. (1989), Campbell (2007) ¢ Spinelli et al.
(2012) (Tab. 8).
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Tabela 8. Valores médios + desvio padrio dos pardmetros glicose em (mg.dL™"), triglicerideos (mg.dL"), ALT , AST, GGT ¢ FA (U.L"") de coelhos de
todos os grupos experimentais nos tempos T0 e T12.

Parametro Tempo G1 G2 G3 G4 G5 Go6 G7 G8 G9
) TO 115,0+30,0 97,0+7,6 101,0+38,4 110,0+£37,5a  122,0 +24,9a 109+£27,5a 81,0+ 44,6 98,0+5,4a 89,0+£13,7a
Glicose T12 130,0+13,0 122,0 £7,6 76,0+£33,2 168,0+34,1b  150,0+46,3b  153,0+6,5b  73,0+17,2 148,0+12,6b 143,0+13,5b
TO 109,0+28,9 81,0+ 14,8 142,0+£76,2 90,0+47,9a 149,0 £ 80,8  108,0+15,0a 141,0+59,1 95,0+ 35,7a 122,0+51,5a
Triglicerideos
T12  128,0£32,8AB 97,0+ 29,8A 143,0£69,2AB 169,0 + 59,5ABb 190 +48,9AB 271,0 + 93,0Bb 88,0+64,3A 148,0 +68,5ABb 198,0+61,8Bb

TO 42,76+11,95 42,79+10,77 43,65+4,55 47,54+13,56 47,50+15,68  41,85+14,99  45,53+3,69  42,01£23,32 42,91+4,60

ALT T12  49,95+16,16 39,10+12,43 42,0+4,0 48,37 +9,15 44,88+10,77 49,65+2,54  42,98+1,37  43,95+32,15 48,14+4,56

TO 74,3+41.0 79,2431,6  71,16£11,30 71,1£34,5 65,6+43,3 40,7+£7,6 64,90+6,80 60,1+43,6 52,6+39,3

AST T12 67,9+49.9 63,2441 71,11+4,48 69,1+35,1 75,2+46,2 69,5+48,1 54,68+3,00 69,7+76,4 56,8+24,3

TO 5,63+3,48 7,15+2,26 7,50+1,12 6,33+1,94 6,39+1,20 7,50+1,01 5,94+1,33 5,46+2,02 6,05+1,10

oot T12 6,14+2,90 5,49+2.11 7,99+1,00 4,13+2,40 3,73+£0,24 5,85+1,57 7,62+2,0 4,70£2,68 5,41+2,04
A TO 111,11+40,77 84,98+13,73  85+13,00 117,52429,84  95,77434,56  99,52+29,63  90,02+8,00  85,86+25,77 81,81+0,26

T12 96,66+30,48 62,69+13,06  75+10,01 75,10+14,52 63,62+22,16  65,92+15,59  87,05+£8,50  62,89+18,84 58,54+27,05

Letras diferentes, maitsculas, no parametro avaliado na linha e mintsculas na coluna diferem estatisticamente entre as médias do grupo pelo Teste de Tukey p < 0,05.

G1- grupo sem inducdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com 4cido tranexamico; G2- grupo sem inducdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e
tratado com desmopressina; G3- grupo sem indu¢do de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com soro antibotrépico; G4- grupo B. alternatus tratado
com NaCl 0,9%; G5- grupo B. alternatus tratado com acido tranexamico; G6- grupo B. alternatus tratado com desmopressina; G7- grupo B. alternatus
tratado com soro antibotropico; G8- grupo B. alternatus tratado com soro antibotropico + acido tranexamico; G9- grupo B. alternatus tratado com soro
antibotropico + desmopressina.
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5.5.4. Ureia

Para o analito ureia (mg.dL"), o grupo G4 (veneno de B. alternatus + NaCl 0,9%)
apresentou aumento significativo (p < 0,05) entre TO e T12. Adicionalmente, o grupo
G4 diferiu dos grupos G1(ATX) e G2 (DDAVP) que ndo receberam veneno de
serpente (Tab. 9 e Fig. 17).
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre as médias do grupo
pelo teste de Tukey ao nivel de significancia p < 0,05.

Figura 17. Valores médios + desvio padrdo da ureia entre TO e T12 no grupo G4 (veneno de
B. alternatus + NaCl 0,9%)).

5.5.5. Creatinina

Para o analito creatinina, somente no grupo G4 (veneno de B. alternatus + NaCl
0,9%) houve aumento significativo (p < 0,05) em T12 (Tab. 9 e Fig. 18). Todavia,
deve ser ressaltado que, o valor médio apresentado pelo grupo G4 (1,69+ 0,28

mg.dL") encontra-se dentro do limite de referéncia proposto por Spinelli et al.
(2012).
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre as médias do grupo
pelo teste de Tukey ao nivel de significancia p < 0,05.

Figura 18. Valores médios e desvio padrdo de creatinina nos tempos TO (valores basais) e
T12 (tempo final) no grupo G7 (B. alternatus + soro antibotropico).
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Tabela 9. Valores médios + desvio padrdo dos pardmetros ureia e creatinina em (mg.dL"), de coelhos de todos os grupos experimentais nos
tempos TO e T12.

Parametro Tempo Gl G2 G3 G4 G5 Go6 G7 G8 G9
_ TO 359+5,4 36,5+4,7 50,4+14,3 46,2+ 5,5a 36,3+ 3,8 37,4+7,3 40,3+ 8,7 42,4+ 11,3 37,7+ 7,2
Yreia T12 38,1+ 6,5B 38,4+54B 52,1£11,1AB 60,2+ 153Ab 42,9+ 13,2AB 44,5+ 16,3AB 43,4+10,3AB 49,5+ 83AB 41,4+12,1AB
TO  1,37+0,14 1,40+0,07 1,4840,17 1,410,132 1,36 + 0,13 1,34+ 0,20 1,3240,25 1,43+ 0,25 1,30+0,25
Creatinina

T12 1,47+£0,16 1,46+0,14 1,39+0,34 1,69+ 0,28b  1,51+0,19 1,44+ 0,21 1,35+ 0,16 1,56+ 0,17 1,46+0,25

Letras diferentes, maitisculas, no pardmetro avaliado na linha (grupo) e mintisculas na coluna diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey p < 0,05.

G1- grupo sem inducdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com acido tranexamico; G2- grupo sem inducdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e
tratado com desmopressina; G3- grupo sem indug@o de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com soro antibotropico; G4- grupo B. alternatus tratado
com NacCl 0,9%; GS5- grupo B. alternatus tratado com acido tranexamico; G6- grupo B. alternatus tratado com desmopressina; G7- grupo B. alternatus

tratado com soro antibotropico; G8- grupo B. alternatus tratado com soro antibotropico + acido tranexamico; G9- grupo B. alternatus tratado com soro
antibotropico + desmopressina.
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5.5.6. Eletrolitos

5.5.6.1. Potassio

Em relacdo ao potassio, pode-se observar que, o maior valor foi visto no grupo G2
(sem indugdo de envenenamento + DDAVP), E, as maiores concentragdes nos
grupos G5 (veneno de B. alternatus + ATX) e G4 (veneno de B. alternatus + NaCl
0,9%), todavia, esses ndo ultrapassaram o limite superior de 5,8mmol.L!, valor de
referéncia para a espécie (Tab. 10 e Fig. 19).
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Figura 19. Valores de potassio entre os diferentes grupos experimentais no tempo T12.
Controle = nenhuma intervencdo; G1 = acido tranexamico; G2= desmopressina; G3 = soro
antiofidico; G4 = veneno; G5 = veneno + acido tranexamico; G6 = veneno + desmopressina;

G7 = veneno + soro antiofidico; G8 = veneno + soro antiofidico + acido tranexamico; G9 =
veneno + soro antiofidico + desmopressina.
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5.5.6.2. Sodio

Em relac@o ao sddio, observa-se que o grupo G9 (B. alternatus + soro antibotropico
+ DDAVP) apresentou o menor valor, abaixo do limite de referéncia para a espécie e
menor que o pool de animais higidos (controle). Os grupos, G1 (sem indugdo de
envenenamento + ATX) e G6 (veneno B. alternatus + DDAVP) apresentaram os
maiores niveis do ion sodio (Tab. 10 e Fig. 20).
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Figura 20. Valores médios do sédio entre os diferentes grupos experimentais no T12 e um
grupo controle.

Controle = nenhuma interven¢do; G1 = acido tranexamico; G2= desmopressina; G3 = soro
antiofidico; G4 = veneno; G5 = veneno + acido tranexamico; G6 = veneno + desmopressina;
G7 = veneno + soro antiofidico; G8 = veneno + soro antiofidico + 4cido tranexamico; G9 =
veneno + soro antiofidico + desmopressina.

Tabela 10. Valores médios dos fons sodio e potassio em mmol.L'! provenientes de um pool de
amostra de cada grupo e um grupo controle basal.

Controle Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 Ref.

Potassio 3,41 3,61 2,52 3,51 43 4,69 3,49 3,1 3,53 3,81 4,3-58
Sodio 157,07 175,35 161,1 158 158,08 159,59 171,21 150,5 158,58 131,28 140-160
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5.5.6.3. Proteina sérica total

Em relagdo a proteina total (PT), somente o G6 (B. alternatus + DDAVP) apresentou
redugdo significativa no tempo final diferindo do grupo G1. Todos os grupos, exceto
o G1 e G9 apresentou diferenca estatistica entre os tempos experimentais com
menores valores no T12. Todavia, os grupos que receberam veneno, G4 (B.
alternatus + NaCl 0,9%), G5 (B. alternatus + ATX) e G6 (B. alternatus + DDAVP)
também apresentam abaixo do limite de referéncia para o coelho (5,0 a 8,5mg.dL™"),
conforme descrito por Hewitt et al. (1989).

5.5.6.4. Proteinograma fracionado

5.5.6.4.1. Albumina

A albumina diferiu com significancia entre grupos, sendos os grupos G5, G6 ¢ G8
diferentes do G1 (Tab. 11). Além do mais, os grupos, G2 (sem inducdo de
envenenamento + DDAVP), G4 (somente veneno), G5 (B. alternatus + ATX), G6
(B. alternatus + DDAVP), G8 (B. alternatus + ATX + soro antibotropico) e G9 (B.
alternatus + DDAVP + soro antibotropico) diferiram entre os tempos experimentais
¢ o0s seguintes grupos também apresentaram valores abaixo da referéncia para a
espécie (G2: 2,97+0,49; G5: 2,77+0,20; G6: 2,80+ 0,22; G8: 2,82+0,31,
respectivamente). Valores de referéncia para o coelho (3,0 a 3,34 mg.dL") segundo
Hewitt et al. (1989).

No proteinograma fracionado, ndo houve alteracdes significativas entre os grupos e

tempos experimentais para os valores médios da relagdo albumina/globulina, alfa 1,
alfa 2a, alfa 2b, beta 1, beta 2 globulinas ¢ gamaglobulinas (Tab. 11).
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Tabela 11. Valores médios + desvio padrao dos pardmetros proteina sérica total e proteinograma fracionado dos grupos experimentais nos
tempos iniciais (T0) e finais (T12).

Parametro Tempo G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 GS8 GY

TO 5,84+ 0,55 5,72+£0,47a 5,51£0,40 5,54+ 0,47a 5,28+ 0,32a 5,50+ 0,25a 5,32+ 0,87 6,28+ 0,63a 5,93+ 0,81a

Proteina total
T12 5,88+ 0,41A 5,13+0,60ABb 5,51+0,37AB 4,75+ 0,48ABb 4,70+ 0,26ABb  4,53+0,34Bb 5,12+0,13AB 5,41+ 0,79Bb 5,28+1,02ABb
TO 3,49+0,41 3,56+0,41a 3,45+0,28 3,61+0,52a 3,33+0,25a 3,64+0,06a 3,56+0,25 3,48+0,29 3,17+0,27a
Albumina
T12 3,47+0,37B  2,97+0,49Bb  3,47+0,50AB 3,09+ 0,38Bb  2,77+0,20Ab 2,80+ 0,22Ab  3,25+0,30B 2,82+0,31A  3,30+0,52Bb
TO 1,55+0,45 1,53+0,41 1,65+0,40 1,94+0,48 1,76+0,36 1,93+0,38 2,02+0,50 1,26+0,11 1,22+0,47
Relagdo Alb/Glob

T12 1,48+0,38 1,35+0,32 1,46+0,30 1,90+ 0,40 1,44+0,07 1,71+ 0,55 1,74+0,37 1,19+0,28 1,50+0,40

TO 0,34+0,12 0,32+0,05 0,33+0,03 0,28+0,21 0,27+0,03 0,23+0,05 0.30+0,05 0,30+0,07 0,49+0,26
Alfa-1

T12 0,27+0,08 0,28+0,04 0,32+0,06 0,18+0,08 0,23+0,03 0,20+0,11 0,28+0,10 0,31+0,13 0,28+0,05

TO 0,28+0,12 0,34+0,13 0,34+0,08 0,28+0,07 0,31+0,13 0,25+0,06 0,36+0,06 0,29+0,05 0,45+0,26
Alfa-2a

T12 0,35+0,06 0,39+0,13 0,34+0,05 0,22+0,06 0,26+0,05 0,25+0,14 0,25+0.012 0,43+0,07 0,43+0,26

TO 0,39+0,07 0,32+0,09 0,36+0,06 0,37+0,04 0,26+0,09 0,48+0,10 0,30+0,08 0,51+0,08 0,57+0,18
Alfa-2b

T12 0,40+0,04 0,41+0,18 0,35+0,04 0,36+0,21 0,34+0,11 0,35+0,13 0,43+0,20 0,24+0,22 0,35+0,22

TO 0,48+0,08 0,60+0,14 0,45+0,08 0,45+0,07 0,54+0,22 0,46+0,04 0,50+0,13 0,60+0,09 0,61+0,15
Beta-1

T12 0,53+0,07 0,53+0,13 0,50+0,08 0,44+0,10 0,51+0,15 0,44+0,09 0,50+0,17 0,64+0,35 0,50+0,15

TO 0,22+0,06 0,16+0,11 0,20+0,09 0,16+0,04 0,09+0,10 0,18+0,05 0,15+0,10 0,28+0,08 0,21+0,04
Beta-2

T12 0,22+0,03 0,20+0,05 0,19+0,04 0,15+0,03 0,14+0,09 0,17+0,05 0,19+0,05 0,19+0,09 0,21+0,08

TO 0,64+0,23 0,63+0,09 0,67+0,25 0,39+0,09 0,48+0,19 0,32+0,04 0,33+0,08 0,83+0,48 0,61+0,16
Gama

T12 0,66+0,22 0,44+0,25 0,55+0,20 0,31+0,05 0,45+0,07 0,30+0,11 0,45+0,23 0,66+0,38 0,51+0,27

Letras diferentes, maiusculas, no parametro avaliado na linha e minusculas na coluna diferem estatisticamente entre as médias do grupo pelo Teste de Tukey p < 0,05.

G1- grupo sem indugdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com éacido tranexamico; G2- grupo sem indugdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com desmopressina;
G3- grupo sem inducdo de envenenamento (NaCl 0,9%) e tratado com soro antibotropico; G4- grupo B. alternatus tratado com NaCl 0,9%; G5- grupo B. alternatus tratado com
acido tranexamico; G6- grupo B. alternatus tratado com desmopressina; G7- grupo B. alternatus tratado com soro antibotropico; G8- grupo B. alternatus tratado com soro
antibotropico + acido tranexamico; G9- grupo B. alternatus tratado com soro antibotropico + desmopressina.



5.6. EXAME ANATOMOPATOLOGICO
5.6.1. Exame macroscépico da musculatura estriada esquelética

Os animais que receberam veneno de B. alternatus independente do tratamento
realizado apresentaram em sua totalidade hemorragia moderada a intensa,
macroscopicamente, acometendo planos profundos da musculatura da coxa. Em
grande parte dos animais, esta hemorragia atingiu a face medial do membro com
petéquias na regido inguinal (Figs. 17 e 18).

Figura 21. Coelho: musculatura do membro pélvico esquerdo de um animal do grupo 4
(veneno de B. alternatus + NaCl 0,9%) apresentando area hemorragica no sitio de inoculagdo
(setas vermelhas) da peconha.

Figura 22. Coelho: musculatura do membro pélvico esquerdo de um animal do grupo 4
(veneno de B. alternatus + NaCl 0,9%) apresentando area hemorragica no sitio de inoculaggo
(setas vermelhas) da pegonha.
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5.6.2. Histopatologia Musculatura Estriada Esquelética

A microscopia 6ptica, todos os animais que receberam veneno de serpente B.
alternatus, independente do tratamento, apresentaram no local de injecdo da pegonha
(musculatura estriada esquelética da regifo da coxa), extensa area focal de necrose
flocular, com extravasamento de hemacias. Expansdo do endomisio por areas de
hemorragia e infiltrado de heterofilos, afastamento entre as fibras musculares com
aumento de volume entre essas, presenga de fibrina ¢ edema, também foram
visulizados. Além disso, houve aumento multifocal, de moderado a intenso, da
cosinofilia das fibras musculares com perda de estriagdo e angulosidades,
fragmentacdo citoplasmatica e perda de fibras. Estes achados caracterizam uma
acentuada miosite heterofilica necrohemorragica multifocal a coalescente (Figs. 19,
20, 21 e 22). Adicionalmente, pela avaliagdo imunoistoquimica para caspase-3,
houve marcagao positiva (Figs. 23).

Figura 23. Coelho: sec¢do histologica da musculatura de um animal do grupo 4 (veneno de B.
alternatus) demonstrando grande area de hemorragia (seta) no sitio de inoculagdo do veneno
de serpente B. alternatus. Coloragdo HE, Bars 50p.
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Figura 24. Coelho: sec¢do histologica da musculatura de um animal do grupo 4 (veneno de
B. alternatus) demonstrando vacuolizagdo da fibra muscular (seta) no sitio de inoculagdo do
veneno de serpente B. alternatus. Coloragdo HE, Bars 50p.

Figura 25. Coelho: seccdo histologica da musculatura de um animal do grupo 4 (veneno de B.
alternatus) demonstrando grande area de hemorragia (seta vermelha) e intenso infiltrado
inflamatorio heterofilico (setas pretas) no sitio de inoculagdo da pegonha. Coloracdo HE, Bars
50u.
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Figura 26. Coelho: secgdo histologica da musculatura estriada esquelética de um animal do
grupo 4 (veneno de B. alternatus) demonstrando intenso infiltrado inflamatério na parede
vascular (setas pretas), revelando uma vasculite. Colora¢do HE, Bars 50p.

Figura 27. Coelho - secgdo histologica de musculatura estriada esquelética coradas por
imunoistoquimica para caspase-3. Marcagdo citoplasmatica positiva em marron, compativel
com células em apoptose (setas pretas). Aumento: Bars S0p.
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5.6.3. Exame macroscopico dos pulmdes

A alteragdo macroscopica mais predominante foi a presenca de hiperemia do
parénquima pulmonar, ocorrendo em todos o0s grupos experimentais.
Adicionalmente, trés animais, dois animais do grupo G5 (veneno de B. alternatus +
ATX), um do grupo G9 (veneno de B. alternatus + DDAVP + soro antiofidico)
apresentaram hemorragia macroscopica multifocal a coalescente em lobos
pulmonares de moderada a intensa (Figura 28).

Figura 28. Coelho: areas multifocais a coalescentes de hemorragia em lobos pulmonares
(setas vermelhas) 12h apds inoculagdo de veneno de serpente B. alternatus (grupo 4)

5.6.4. Histopatologia dos pulmdes

A microscopia 6ptica, dois animais no grupo G4 (veneno B. alternatus) e dois
animais no grupo G9 (veneno + DDAVP + soro antibotropico) apresentaram
hemorragia pulmonar discreta a moderada. Adicionalmente, no grupo G8 um animal
e no grupo G5 um animal. Percebe-se uma maior ocorréncia de hemorragia a analise
microscopica do que ao exame necroscopico. Além da hemorragia, estes animais
apresentavam infiltrados inflamatérios. Um animal no grupo G5 apresentou
megacariocitos no pulmao. Fig. 29 e 30.
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Figura 29. Coelho: Sec¢do histoldgica dos pulmdes de um animal do grupo 4 (veneno de B.
alternatus) demonstrando hemorragia pulmonar discreta (seta preta), edema (seta
vermelha),12h ap6s inoculagio de veneno de serpente B. alternatus. Coloragdo HE, Bars 50p.

Figura 30. Coelho: Sec¢do histoldgica dos pulmdes de um animal do grupo 4 (veneno de B.
alternatus) demonstrando hemorragia pulmonar discreta (seta preta),12h apos inoculagdo de
veneno de serpente B. alternatus. Coloracdo HE, Bars 50p.
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5.6.5. Exame macroscopico hepatico

Foi observado somente 6rgdo hiperémico em todos os animais de todos os grupos
experimentais.

5.6.6. Histopatologia hepatica

A alteragdo histopatologica mais frequente foi a microvacuolizagdo citoplasmatica,
de discreta a moderada, que ocorreu na maior parte dos animais que receberam o
veneno de B. alternatus, independente do tratamento realizado. Todavia, em outros
animais dos grupos que nado receberam veneno (G1, G2 e G3), também foi observada
microvacuolizacao citoplasmatica, de forma discreta.

Outra alteracao foi a presenca de discreto infiltrado periportal, tanto em animais que
receberam veneno, quanto nos animais que nao receberam.

Dois animais, um do grupo G5 (veneno de B. alternatus + ATX) e outro do G6
(veneno de B. alternatus + DDAVP) apresentaram necrose multifocal de hepatdcito.
E, por fim, intensa vacuolizag@o citoplasmatica com moderada presenca de infiltrado
linfoplasmocitario periportal, foram visualizados em dois animais grupo G6 (veneno
de B. alternatus + DDAVP) ¢, em dois animais do G8 (veneno de B. alternatus +
ATX + soro antibotropico).

5.6.7. Exame macroscopico dos rins

A alteragdo macroscopica renal predominante foi a presenca de hiperemia renal
ocorrendo em todos os grupos experimentais independente do tratamento.

5.6.8. Histopatologia dos rins

Somente um animal do grupo G8 (veneno + ATX+ soro antibotropico) apresentou
sinais de hemorragia intensa na regido medular dos rins. Somente, para salientar, este
mesmo animal, também apresentou hemorragia pulmonar.

A alteragdo morfoldgica renal mais frequente observada no presente estudo foram
cilindros proteinaceos dentro da Iuz tubular em dois animais no grupo G4 (veneno de
B. alternatus), em todos os animais dos grupos, G5 (veneno de B. alternatus + ATX),
em dois animais no grupo G8 (veneno + ATX+ soro antibotropico) e, em dois
animais do grupo G9 (veneno + DDAVP+ soro antibotropico). Estes mesmos
animais apresentaram algum grau de NTA de discreta a moderada (figs. 28, 29, 30).
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Figura 31. Coelho: Secgo histologica dos rins de um animal do grupo 4 (veneno de B.
alternatus) demonstrando presenca de contetido proteinaceo intratubular (setas pretas), 12h
apos inoculag@o de veneno de serpente B. alternatus. Coloragdo HE, Bars 50.

Figura 32. Coelho: Seccdo histologica dos rins de um animal do grupo 4 (veneno de B.
alternatus) demonstrando presenga de necrose tubular aguda caracterizado pela auséncia de
nucleos no epitélio simpes, vacuolizagdo citoplasmatica (setas pretas), 12h apos inoculagdo de
veneno, Coloracdo HE, Bars 50p.
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Figura 33. Seccdo histologica dos rins de um animal do grupo 4 (veneno de B. alternatus)

demonstrando presenga de nucleos picnoticos e aumento de basofilia (setas pretas), 12h apds
inoculagdo de veneno de serpente B. alternatus. Coloragdo HE, Bars 50p.

5.6.9. Exame macroscépico do coragéo

Dois animais, sendo um do grupo G5 e outro do grupo G6 apresentou durante o exame
necroscopico area focal hemorragica em epicardio.

[T EEE
.I."lr‘.l'l'l'l ¥
TEL
o b
nEE

L L1 LR

At

Figura 34. Coelho: area focal de hemorragia em epicardio (seta preta) 12h apos inoculagdo de
veneno de serpente B. alternatus (grupo 5 veneno B. alternatus + desmopressina)

5.6.10. Histopatologia da musculatura estriada cardiaca

Dois animais, sendo um do grupo G5 e outro do grupo G6 apresentou durante o
exame histopatologico area focal hemorragica.
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6. DISCUSSAO
6.1. PROVAS DE COAGULACAO

A utilizacdo dos farmacos ATX e DDAVP na restauragdo das coagulopatias
decorrentes do envenenamento causado pela pegonha de serpente B. alternatus foi
avaliada nesta pesquisa por meio dos testes de geracdo de trombina e, dos classicos
testes da hemostasia.

No presente estudo, os testes TTPa, TP, TT e fibrinogénio utilizados rotineiramente
como triagem da hemostasia e coagulacdo, nao diferiram (p > 0,05) entre os tempos e
grupos avaliados, embora os animais tivessem, macro ¢ microscopicamente, sinais de
hemorragia, tanto no sitio de inoculagdo do veneno como em outros orgdos (coragao,
pulmdes e rins). E sabido, que estas provas de triagem somente sio sensiveis na
presenca de graves incoagulabilidades (Ferreira et al., 2010). E necessario apenas
aproximadamente 5% de trombina gerada na amostra que o sangue pode coagular
nos testes classicos (Mann et al., 2003; Wolberg, 2007). Como exemplo, a literatura
reporta casos de hemofilia B moderada com valor de TTPa normal (Park et al.,
2010). Nédo existe um teste da hemostasia ideal e perfeito, pois este para ter tal
caracteristica, deveria ter incluido em sua marcha analitica, todos os componentes
que fazem parte in vivo da hemostasia (Ninivaggi e Apitz-Castro, 2012). Estes testes
de triagem mostram apenas que o paciente ¢ capaz de iniciar a coagulagdo, mas ndo
as demais etapas envolvidas (Mann et al., 2003; Wolberg, 2007).

Foi obseravdo que, as provas de triagem ndo conseguiram demonstrar a magnitude
das alteracdes hemostaticas que os animais apresentaram recebendo dose de
150ug.kg! de veneno de B. alternatus (apesar de apresentarem hemorragia em
diversos locais). Todavia, no teste de geragdo de trombina (TGT), 4h apos a
inoculag@o do veneno, ja foi possivel detectar uma redugdo de seus niveis em todos
0os grupos que receberam veneno de serpente B. alternatus, independente do
tratamento realizado. Devido a esta incapacidade, de deteccdo de alteracdes que
ocorrem no sistema hemostatico, a algumas décadas vem se tentando padronizar a
geragdo de trombina (Hemker ef al.,1993, Hemker ef al.,1995; Hemker et al.,2003).

Caso esta pesquisa utilizasse apenas os testes de triagem (TTPa, TP, TT e
fibrinogénio), ndo seria concluido se os farmacos utilizados no presente estudo,
seriam benéficos ou ndo para a hemostasia, ou at¢ mesmo inferindo que os mesmos
seriam benéficos. Porém, quando se avalia o TGT, fica evidente que a utilizagdo de
ATX ou DDAVP de forma isolada ou em combinagdo com o soro antibotropico ¢é
maléfica para a cascata de coagulacdo nos animais envenenados por peconha da
serpente B. alternatus. Diferentemente do que foi observado neste estudo, em modelo
de hemorragia ndo controlada em coelhos, a associagdo de DDAVP e fator XIII
aplicados via intravenosa, foram benéficas a hemostasia, com redugdo do
sangramento (Carreiro et al., 2015).

O dignéstico e o monitoramento das coagulopatias s3o problematicos,
particularmente em paises pobres, com poucos recursos € na medicina-veterinaria, ja
que os testes de coagulagdo usados sdo os mais baratos. Apesar de os testes pré-
clinicos demonstrarem a eficacia do antiveneno de se ligar nas toxinas, existem
poucas evidéncias para apoiar a eficacia clinica do antiveneno na coagulopatia de
consumo induzida pelo veneno ofidico (Maduwage e Isbister, 2014).
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Este estudo ¢ pioneiro em realizar as provas de geracdo de trombina pela
metodologia CAT em envenenamento ofidico experimental. A escolha da utilizacdo
de doses baixas de fatores teciduais (low tissue fator 1pM) no ensaio em amostra
com plasma pobre em plaquetas torna o exame mais sensivel a deteccdo de
deficiéncias dos fatores VIII, IX e XI, inibidores diretos da trombina e do fator Xa
(Brinkman et al., 2015).

Em relagdo a geragdo de trombina, os indices e curvas obtidos do TGT demonstram
uma redugdo, mas ainda havia quantidades suficientes para a coagulagdo do sangue.
Vale ressaltar que, a dose do veneno empregada nesta pesquisa foi,
aproximadamente, 200 vezes menor que a dose estimada de um acidente natural com
uma serpente adulta da espécie B. alternatus, em torno de 100mg de veneno. Deste
modo, num envenenamento natural, a peconha de B. alternatus, poderia provocar
uma grave redugdo da geragdo de trombina.

A reduzida geragdo de trombina, observada neste protocolo experimental, demonstra
a ocorréncia de fendmenos de hipocoagulabilidade no envenenamento por serpente
B. alternatus ao invés de trombose nestas primeiras 12h, ou seja, mesmo o veneno
tendo componentes pro-coagulantes, predominam as forgas anticoagulantes devido a
menor geracdo da trombina (Tab. 3 e 4). Ja foram descritos nos venenos de B.
jararaca e B. alternatus inibidores da protrombina e da trombina (Arocas et al.,
1995; Castro et al., 1998; Assafim et al. 2016). Provavelmente, apesar de outras
interferéncias das toxinas do veneno de B. alternatus sobre a hemostasia, esta agao
sobre a geragdo de trombina como inibidor pode ser o fator mais determinante, ¢ o
TGT ¢ sensivel a detecgdo dos inibidores da trombina (Brinkman et al., 2015).

Faz-se necessario determinar a correlagdo entre as menores quantidades de trombina
gerada e a probabilidade de o paciente evoluir com sangramentos, pois para que o
sangramento ocorra nao basta somente que o sangue esteja incoagulavel, mas que
também ocorra perda de continuidade e lesdes nas paredes dos vasos sanguineos.
Estas lesdes na parede dos vasos sanguineos, no envenenamento por serpentes
Bothrops ocorrem principalmente ao redor dos vasos do sitio de inoculagdo do
veneno, corroborando com os achados no presente estudo. Os focos hemorragicos
ocorreram predominantemente neste local, ¢ em menor frequéncia nos pulmdes,
coracdo e rins dos coelhos deste experimento. As SVMPs degradam o colageno tipo
IV presente na membrana basal do subendotélio evoluindo com a ruptura do
endotélio vascular (Bjarnason ¢ FOX, 1994). Além da lesdo na parede endotelial, as
SVMPs podem induzir um alargamento de jungdes intercelulares, como nos pulmoes
permitindo o extravasamento de sangue (Gutiérrez ef al. 2016).

O padrao de trombograma obtido no presente estudo leva a inferir que pode haver
uma deficiéncia de fator VIII pela redu¢do moderada do TGT mesmo com o emprego
da DDAVP, que eleva a liberagdo a partir do endotélio, do fator de coagulagao VIII e
do seu carreador (Svensson et al. 2014). Outra caracteristica do trombograma obtido,
¢ a possibilidade da atuag¢do direta dos inibidores da protrombina e trombina
presentes no veneno de B. alternatus, como a botroalternina (Assafim et al. 2016).
Em estudo de geragdo de trombina em plasmas com diferentes concentragdes de cada
fator de coagulagdo, a defici€ncia dos fatores II, V e X sdo os que mais interferem na
geragdo de trombina, com indices praticamente nulos. A auséncia do fator de
coagulagdo VIII e IX interfere moderadamente na geragdo de trombina, pois mesmo
no plasma deficiente desses fatores, ainda ¢ gerada alguma quantidade de trombina
(Zavyalova e Kopylov, 2016).
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Foram relatados trés estudos que utilizaram o ATX em envenenamento ofidico: o
primeiro em 1998, no Paquistdo (Zafar ef al., 1998) e o segundo no Oriente Médio
em 2007 (Abdul-Kareem, 2007). Ambos recomendam a utilizacdo do farmaco ATX
nos envenenamentos como tratamento complementar. Todavia, devem ser ressaltados
que, obviamente, as serpentes envolvidas sdo espécies diferentes das encontradas no
Brasil, portanto apresentam outra composi¢cdo de veneno. Abdul-Kareem (2007)
reportou que ¢ seguro a utilizagdo do ATX nas coagulopatias do envenenamento
ofidico, mas neste estudo ndo houve reducdo da mortalidade das vitimas apds
utilizagdo do farmaco sem uso do antiveneno. E, por fim, um terceiro no qual se
avaliou a fibrindlise em envenenamentos por Trimeresurus albolabris e T. macrops,
os autores concluiram que ndo existem beneficos na utilizagdo de antifibrinoliticos
nestes envenenamentos (Rojnuckarin et al., 1999). Além destes estudos supracitados,
foi encontrado, fazendo pare do protocolo instituido em um paciente humano vitima
de acidente ofidico por Rhabdophis subminiatus (familia Colubridae), com
coagulopatia devido ao envenenamento, a utilizacdo de 1g de acido tranexdmico a
cada 8h (Nelwan ef al., 2016). Tal fato pde em evidéncia que tais medicamentos
estdo sendo utilizados no ofidismo, mesmo sem estudos, pondo em risco a vida do
paciente.

Nao foi encontrado relato na literatura com a utilizacdo de DDAVP, no tratamento de
coagulopatias decorrente de envenenamento ofidico. No presente estudo, ficou
evidente que a utilizagdo de DDAVP levou ha uma menor geracdo de trombina nos
animais envenenados e tratados com este farmaco, inclusive, piorando os indices,
especialmente quando se comparam com o grupo que recebeu apenas veneno sem
tratamentos. Fica claro que a DDAVP apresenta um sinergismo negativo com o soro
antibotropico. Deve-se ressaltar que além do farmaco DDAVP promover maior
liberagdo do fator de coagulagdo VIII e seu carreador, o fator de von Willebrand, ele
também pode aumentar a liberagdo de plasminogénio e assim, causar maior
fibrindlise. Contudo, os animais ndo apresentaram sangue incoaguldvel. Uma
hipotese levantada na literatura, por alguns pesquisadores, Tibballs (2005) e Jelinek
et al. (2005), de que a administragdo precoce de fatores de coagulagdo na forma de
plasma fresco congelado (rico em fatores principalmente o VIII), poderia servir como
substrato para as toxinas ainda em circulagdo, piorando as coagulopatias. Esta
hipotese induz a mesma ideia: sera que a desmopressina aumentaria o Fator VIII e o
de von Willebrand fornecendo mais substrato para o veneno circulante? Todavia,
apesar dos questionamentos, sugere-se que a administragdo do plasma fresco
congelado pode acelerar a recupera¢do de uma coagulopatia de consumo proveniente
de envenenamento ofidico na Australia (Maduwage e Isbister, 2014). Mas este fato
ndo pode ser extrapolado para qualquer tipo de envenenamento ofidico devido as
particularidades dos componentes toxicos dos venenos de cada espécie.

No veneno empregado neste estudo, havia presenga de proteina com massa molecular
de aproximadamente 27 kDa demonstrado no SDS-PAGE. As proteinas com esta
massa molecular, presentes nos venenos de serpentes Bothrops sao as lecitinas tipo C
e, proteinas semelhantes a lecitinas. Estas proteinas estdo presentes nos venenos de
diversas espécies de serpentes podendo apresentar atividade anticoagulante ou pro-
coagulante; pro-agregante plaquetario ou antiagregante plaquetario por diversos
mecanismos (Ogawa et al., 2005). Sdo proteinas presentes em torno de 10 a 15% no
veneno das serpentes Bothrops spp. Cerca de 1% pode ser a botrojaracina e
botroalternina, no caso da B. alternatus e apresentam aproximadamente 27 kDa
(Arocas et al., 1996; Castro et al., 1998; Monteiro e Zingali, 2000). Estas substancias
foram descritas respectivamente nos venenos de B. jararaca e posteriormente no
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veneno de B. alternatus e sdo imunologicamente relaciondas. A Botrojaracina, forma
uma ligacdo covalente tanto com a protrombina quanto com a trombina, reduzindo
assim a formacgdo da trombina (Arocas et al., 1995; Castro et al., 1998; Assafim et al.
2016). A botroalternina também ¢ um inibidor da trombina, tal qual a botrojaracina,
porém possui um efeito parcial sobre a trombina e ha estudos investigando esta
toxina com intuito farmacolédgico, em doengas que cursam com hipercoagulabilidade
(Assafim et al. 2016). Nao foi avaliado no presente estudo a agregacdo plaquetaria. A
realizacdo do TGT com plasma rico em plaquetas pode ser realizada com esta
finalidade. Todavia, a agregac¢do plaquetaria no presente estudo pode ter sofrido
influéncia da presenca do cateter central nos animais.

6.2. HEMOGRAMA

6.2.1. Eritrograma

Como pode ser observado no eritrograma, os animais que receberam veneno de
serpente B. alternatus e foram tratados com ATX (G5) apresentaram os menores
valores para hemacias, hemoglobina ¢ VG. Como os indices hematimétricos (VGM ¢
CHGM) ndo se alteraram, estes resultados revelam uma anemia normocitica
normocromica. Diante deste contexto, postula-se que animais com envenenamento
botropico ndo devam ser tratados com ATX. Estes piores indices hematologicos
podem estar atrelados a maior perda de sangue principalmente no local de inoculagéo
do veneno. Também deve ser ressaltado que, em todos os grupos que receberam
veneno de B. alternatus, exceto o tratado com soro antibotropico houve redugdo dos
valores do eritrograma, especialmente do VG. Melo et al. (2007), também
demonstraram alteragdes no eritrograma de coelhos inoculados com 12,5ug de
veneno de B. alternatus, sete dias apoés, relatando a presenca de anemia microcitica
hipocromica, eritrocitos policromaticos e rubrécitos.

Santos et al. (2003), estudando o envenenamento experimental de B. alternatus em
cdes, relataram que mesmo apds o tratamento com soro antibotropico, os animais
apresentaram redugdo de eritrocitos, hemoglobina e VG, resultando num quadro de
anemia normocitica normocrémica. Estes resultados corroboram os resultados do
presente estudo. Todavia, deve ser salientado que, neste estudo foram feitas cinco
coletas sanguineas reduzindo o volume circulante, semelhante ao reportado por
Santos et al. (2007), fato este podendo ter contribuido para a redugdo destes
parametros.

Em outro estudo com coelhos envenenados experimentalmente com B. alternatus,
Melo et al. (2007), relataram que, os animais apresentaram contagens plaquetarias
com discretas alteragdes, embora tivessem intensa lesdo hemorragica e necrotica no
local de inoculagdo do veneno, além da presenca de petéquias em alguns orgaos, fato
também semelhante ao observado neste estudo.

6.2.2. Leucograma

Dois grupos apresentaram uma discreta leucocitose: grupo G4 (veneno B. alternatus)
e G6 (veneno B. alternatus + desmopressina), sendo mais acentuada neste ultimo
grupo. Uma das hipdteses para a discreta alteragdo do leucograma € o curto tempo de
avaliagdo (12h). Outro fato a ser considerado, que sera discutido no exame
histologico da musculatura estriada esquelética, ¢ a cinética das células inflamatorias
para o sitio de inoculacdo do veneno (Teixeira et al., 2005; Mamede ef al., 2016).
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Santos et al. (2003), 6h apos a inoculagdo de veneno de B. alfernatus em caes
relataram uma leucocitose por neutrofilia, com pico em 24h apds. Entretanto, deve
ser salientado que, a dose de veneno empregada por Santos e colaboradores foi muito
superior a utilizada no presente estudo.

Diante do exposto, fica evidente que, a desmopressina ndo deve ser usada em
animais envenenados com peconha de B. alternatus.

6.3. EXAMES BIOQUIMICOS
6.3.1. Glicose e triglicerideos

Em relacdo aos niveis glicémicos, fatores tais como estresse ¢ dor poderiam
influenciar nas taxas glicémicas. Este incremento ocorreu, nos grupos que receberam
o veneno de serpente associado a outro tratamento (como observado na Fig. 15),
exceto no grupo G7, que os animais foram tratados com soro antibotropico,
mostrando a eficacia deste antidoto.

Em envenenamento por B. alternatus experimental em bovinos também foi relatada
hiperglicemia, porém este achado foi associado ao estresse (Caldas et al., 2008). Tem
sido reportada a elevagdo da glicose nos envenenamentos escorpidnicos, sendo
menos observados nos acidentes ofidicos. Estudos em modelos animais demonstram
que no caso de envenenamento escorpionico pode haver grande liberacao de
catecolaminas, cortisol e glucagon, além de alteragdes na secre¢do de insulina e
alteracdes de hormonios tiroidianos. Coelhos envenenados por escorpido apresentam
reducdo da insulina, aumento da glicogendlise em 6rgdos como coragdo, figado e
musculatura estriada esquelética (Murthy e Hase, 1994; Murthy, 2000). Outros
estudos investigaram a ocorréncia de hiperglicemia nos envenenamentos botrdpicos.
Em estudo experimental por B. alternatus em cdes segundo Dias (2009), ndo foi
observada hiperglicemia. Mohamed et al. (1972) relatam hiperglicemia, reducdo da
atividade da insulina, redu¢do da utilizagdo da glicose em cédes envenenados por Naja
haje. Tais alteragoes foram relacionadas ndo somente a liberag@o de epinefrina pelas
adrenais, mas também a um possivel efeito primario do veneno sobre a secrecdo de
insulina bem como alteragdes no metabolismo hepatico. Ressalta-se que, neste estudo
ndo foram observadas alteracdes nas enzimas hepaticas. Embora, o veneno de Naja
seja diferente do veneno de Bothrops, a hiperglicemia deveria ser mais estudada.

No presente estudo, além de alteragcdes dos niveis de glicose, foram observadas
alteracbes nas concentragdes de triglicerideos. Grupos com indugdo do
envenenamento ¢ tratados com DDAVP, G6 (B. alternatus + DDAVP) ¢ G9 (B.
alternatus + DDAVP + soro antibotrépico) foram os que apresentaram os maiores
valores médios no tempo final. Melo et al. (2007) estudando o envenenamento
experimental de coelhos por pegonha B. alternatus também relataram a ocorréncia de
elevagdo dos triglicerideos nos animais. Tem sido reportada a elevagdo dos
triglicerideos em casos que possam cursar com lesdo de musculatura estriada
esquelética, devido a lesdo da bicamada lipidica celular, sendo que estas injurias,
geralmente, sdo graves nos envenenamentos botropicos (Gutiérrez et al., 1980).

A elevacdo dos triglicerideos e também a glicose pode sugerir ainda que
envenenamentos por serpente Bothrops também poderiam cursar com uma alteragao
do metabolismo e descontrole de regulagdo de insulina, glucagon, catecolaminas tal
qual, ocorre no escorpionismo. E digno de nota a ocorréncia de distarbios
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enddcrinos, embora incomum & raro, apds envenenamento por serpentes na India
como a Daboia spp. Foi reportado, trés meses ap6s acidente ofidico, um caso de
tirotoxicose ¢ hipopituitarismo, o qual foi relacionado como sequela deste
envenenamento (Shetty ef al., 2014). Estas complica¢des endocrinas ja haviam sido
relatadas por Eapen ef al. (1976). As alteragdes do metabolismo (elevagdo de glicose
¢ TGs) aqui observadas ¢ também ja reportadas anteriormente por Melo et al. (2007)
sinalizam a necessidade de outros estudos que avaliem eixos enddcrinos nos
envenenamentos ofidicos por serpentes Bothrops se tornam necessarios.

6.3.2. Alanina aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT), fosfatase
alcalina (FA) e aspartato aminotransferase (AST)

No presente estudo ndo ocorreu indugdo de transaminases hepaticas, bem como
enzimas de marcacdo de agressdo do trato biliar como GGT e FA, fato que pode estar
relacionado ao tempo curto de avaliagdo (12h apos envenenamento), sendo o pico
destas enzimas superiores a 12h. A reducdo dos valores de FA ndo ha significado
clinico (Kaneko, 2008). A AST, além de ser marcador de dano citoplasmatico
hepatico, também pode indicar dano muscular. Os seus valores ndo alteraram no
presente estudo apesar de grande lesdo muscular no sitio de inoculagdo do veneno.

6.3.3. Ureia, creatinina e eletrélitos

Os parametros ureia e creatinina foram realizados com a finalidade de detectar uma
possivel lesdo renal, fato que pode ocorrer nos envenenamentos botropicos. Apesar
de serem parametros tardios, ainda sdo frequentemente utilizados, mas ha diversos
marcadores mais precoces frequentemente utilizados (Peres et al., 2013). De forma
complementar, foi realizada a dosagem sérica de sddio e potassio. Observa-se que, 0s
animais do grupo G4 (veneno de B. alternatus) apresentaram discretos aumentos dos
niveis de uréia e creatinina em relagdo ao tempo zero (T0) e também diferindo dos
grupos G1 e G2. Todavia, ressalta-se que, os valores encontram-se dentro do limite
de referéncia para o coelho, ¢ ndo existem indices, como os empregados para o ser
humano e caes, tais como RIFLE, AKIN e estadiamento IRIS para as lesdes renais
agudas.

No grupo G4 houve um incremento entre os tempos TO e T12 de 0,28 mg.dL™"! nos
niveis de creatinina. Com base nos valores de creatinina observados no presente
estudo nenhum animal, se enquadra no conceito de IRA de acordo com os conceitos
RIFLE e AKIN utilizados para o ser humano. A associagdo internacional Kidney
Disease Improving Global Outcomes (KDIGO), define IRA como um aumento da
creatinina sérica > 0,30 mg.dL"! em 48h ou, um aumento > 1,5 ao valor basal da
creatinina conhecida ou presumida até sete dias anteriormente, ou um volume
urinario menor que 0,5 ml/kg/h em 6h (Bellomo et al., 2004; KDIGO, 2012).

Apesar de as alteragdes laboratoriais observadas sdo iniciais (ureia ¢ creatinina), as
alteragdes morfologicas renais observadas corroboram a presenca de dano renal de
forma precoce (presenca de NTA). Ja sdo conhecidas que as toxinas presentes no
veneno de serpentes do género Bothrops podem promover um quadro de IRA nas
primeiras 24h por diversos mecanismos fisiopatologicos (Sitprija, 1998; Ross, 2011;
Sitprija e Sitprija, 2012; Santos et al., 2009; Albuquerque et al., 2013).

Segundo Andersson et al. (1978), devido a eliminagdo do acido tranexamico
ocorrer pela excregdo renal, deve ser utilizado com ressalvas em pacientes

87



nefropatas. Foi estudado em 28 pessoas com doenga renal cronica de diferentes
origens etioldgicas apos administragdo intravenosa do ATX a sua concentragdo
plasmatica e urinaria. O farmaco pode ser utilizado nas situagdes com fibrindlise
excessiva, contudo ¢ recomendado aumentar os intervalos de administragdao do
medicamento bem como redugdo das dosagens de acordo com determinados
niveis de creatinina sérica. Os autores recomendaram ndo utilizar o farmaco em
hematuria proveniente de doenga do parénquima renal devido a possibilidade de
precipitacdo de fibrina intravascular no interior dos rins. Outro risco, nos casos
de hemorragia renal massiva ¢ a retencdo de coagulos na pelve renal. Para
Alameel e West (2011), apesar desta contraindicacdo relativa do ATX em
pacientes com doenga renal cronica, os autores demonstraram ser altamente
efetivo em uma paciente com doenga renal policistica autossomica dominante
com hematuria grave. Esta paciente ja havia utilizado inclusive DDAVP, porém a
hematuria somente cessou apos o uso do ATX 24h apds a administracdo de trés
doses de 15 mg.kg!. Embora de ocorréncia rara, a literatura humana reporta a
ocorréncia de necrose cortical aguda em um paciente com hemofilia A que fez o
uso do ATX (Odabas et al., 2001).

Em relacdo ao ion potassio, os valores do pool proveniente dos grupos G4 (veneno
de B. alternatus) e o grupo G5 (veneno de B. alternatus + ATX) apresentaram o0s
maiores valores em relagdo ao grupo controle (sem qualquer tratamento), embora
estivessem dentro dos intervalos para o coelho. Tal fato pode ser indicio da reducéo
da excregdo do potassio ou, pela miotoxicidade do veneno, ja que ocorreram lesoes
musculares graves (Mushiyakh et al., 2011). O veneno dasespécies de Bothrops
pode atuar em canais i6nicos promovendo alteragdes cardiologicas e renais
(Evangelista et al., 2010). Em relagdo a DDAVP, o farmaco tem sido utilizado
também na profilaxia de hemorragias e hematomas nas biodpsias dos rins. Uma das
possiveis complicagdes conforme relatado por Anandagoda et al. (2014) ¢é a
ocorréncia de hiponatremia em virtude da maior reabsor¢do de agua livre nos ductos
coletores e também sinais neurologicos de discretos a graves. Por outro lado, Agersg
et al. (2004) reportaram que a administragdo de DDAVP tanto em pessoas higidas
quanto com alteragdes renais, o clearence de creatinina pode estar reduzido,
sendo ainda pior nos pacientes com danos renais.

6.3.4. Proteina sérica total e proteinograma fracionado

Houve reducgdo da proteina sérica total ¢ da albumina, sobretudo nos grupos que
receberam veneno de serpente B. alternatus, exceto no G7 (veneno + soro
antibotropico) ¢ G1 (somente acido tranexamico). Houve redugdo da albumina no
grupo G2 que recebeu apenas desmopressina, fato que pode ser atribuido a uma
hemodiluicdo por retencdo hidrica decorrente do farmaco DDAVP como
previamente reportado (Horstman et al., 1995).

As PLA; de veneno de serpentes apresentam efeito inflamatorio principalmente local
e também sistémico contribuindo para a alteracdo do nivel das proteinas plasmaticas
¢ albumina (Nunes et al., 2011; Gutiérrez et al., 2016). Segundo Telles et al. (2014),
o veneno de serpente B. alternatus promoveu reducdo da proteina plasmatica total e
albumina em ratos, corroborando com o presente estudo. Contudo estas redugdes
ocorreram de forma mais tardia do que o observado no presente estudo, que em
apenas 12h ja apresentou alteragdo desses niveis. As citocinas pré-inflamatorias que
sdo intensamente induzidas no envenenamento por serpentes Bothrops como a IL6 e
TNF-a, causam inflamacg&o, principalmente no local de inoculagdo do veneno, geram
uma reducdo da secre¢do hepatica da albumina. Nos processos inflamatorios, a
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albumina ¢ reduzida tanto por reducdo de sua sintese pelo figado bem como aumento
do catabolismo e evasdo desta para o compartimento extravascular (Naoum, 1990).
Segundo Barraviera et al., (1995), nos acidentes ofidicos por serpentes Bothrops spp
e Crotalus durissus, os niveis de proteina total e albumina se reduzem 24h apoés os
envenenamentos no ser humano.

No presente estudo, ndo houve alteragdes das proteinas de fase aguda, exceto para a
albumina, demonstrando que a cinética destas proteinas de fase aguda no
envenenamento por B. alternatus sdo mais tardias. Corroborando com Mackiewicz et
al., (1988), o tempo decorrido do estimulo inflamatdrio até o tempo do exame pode
nao ter sido o suficiente para observar possiveis alteragdes da cinética das proteinas
de fase aguda no coelho. Os autores relataram que, no coelho, 48h apos estimulo
inflamatdrio com turpentina, houve alteragdes de proteina C reativa, haptoglobina e
amiloide sérica e 72 apds, alteragdes de albumina, transferrina e ceruloplasmina.

Em estudo onde se avaliou as proteinas de fase aguda apos a inoculagdo de veneno
de B. alternatus em ratos no 12° dia foram observados aumento de a-1 e a-2
globulinas, e a partir do terceiro dia, houve aumento de p-globulina. As
gamaglobulinas somente se elevaram no sexto dia apds envenenamento. Houve
discreta reducdo de albumina de forma tardia e no terceiro dia apds o envenenamento
uma elevacao da proteina total, devido ao aumenta das globulinas (Telles et al.,
2014).

6.4. AVALIACOES ANATOMOHISTOPATOLOGICAS
6.4.1. Musculatura estriada esquelética

Foram  observadas  macroscopicamente nos animais hemorragias e
microscopicamente graves alteragdes no local de inoculagdo do veneno, tais como
hemorragia, edema, inflamacéo e necrose. Os efeitos inflamatorios ¢ mionecrosante
do veneno de serpentes Bothrops t€m sido amplamente estudados ha muitas décadas.
Queiroz ¢ Petta, (1984), demonstraram que ha intensa atividade fagocitaria no sitio
de inoculagdo do veneno de serpente B. alternatus similarmente ao que ocorreu na
musculatura estriada esquelética, no presente estudo.

No veneno de B. alternatus utilizado neste estudo experimental havia grande
quantidade de SVMPs que foram demonstradas no SDS-PAGE, contudo bandas de
aproximadamente 14 kDa que sdo PLA; foram marcadas fracamente neste pool de
veneno. Para Mamede et al. (2016), tanto as SVMPs do veneno de serpentes quanto
as PLA, s3o responsaveis pelos efeitos locais provenientes do veneno de serpente B.
alternatus. Neste mesmo estudo, foi demonstrado que as reagdes inflamatorias
provenientes do veneno de B. moojeni sao mediadas por eicosanoides, histamina,
6xido nitrico e bradicinina induzindo miotoxicidade ¢ hiperalgesia. Por outro lado, a
histamina, o6xido nitrico e leucotrienos, apesar de também induzirem os mesmos
efeitos no caso de envenenamento por serpente Bothrops alternatus t€m menor papel
no edema e miotoxicidade. As interleucinas IL-1, IL-6 ¢ TNF-o induzem efeitos
locais, tais como aumento expressdo de moléculas de adesdo e de quimiocinas,
facilitando a migragdo de leucdcitos, conforme demonstrado na fig. 25, a intensa
presencga de céluas inflamatorias no sitio de inoculagdo do veneno (Barraviera et al.
1995; Bilate, 2007; Declue et al., 2012).

Neste protocolo experimental, pode-se inferir que os efeitos locais tiveram maior
contribui¢do dos componentes do veneno que ndo sdo PLA; devido sua menor
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concentracdo neste veneno utilizado. Além da necrose e hemorragia evidente nas
coloragdes por HE aqui observadas, houve expressio de marcagdo positiva para
caspase-3 na imunoistoquimica indicando in vivo uma provavel inducdo de
mecanismos de apoptose nas fibras musculares lesadas pelo veneno de B. alternatus.
A intensidade e tipo do estimulo lesivo que determina se a morte celular sera por
apoptose ¢ ou necrose, sendo observado no presente estudo a ocorréncia dos dois
fernomenos simultaneamente (Elmore, 2007). Outros estudos avaliaram in vitro o
efeito citotoxico e apoptose induzida por toxinas de venenos de serpentes. Segundo
Prinholato da Silva et al. (2015), uma miotoxina BthTX-I que ¢ uma PLA; isolada do
veneno de B. jararacussu teve agdo citotoxica principalmente por apoptose sobre
culturas de células de leucemia promielocitica, carcinoma hepatocelular humano,
feocromocitoma murino e melanoma murino reduzindo a viabilidade destas células
entre 40% a 50%. Adicionalmente, Burin ef al. (2013) também demonstraram que
uma L-amino oxidase acida do veneno de B. pirajai induz in vitro apoptose em
culturas de células neoplasicas. Outro estudo avaliou também em cultura de células
muscular murina C2C12, a indu¢do de citotoxicidade por venenos de serpentes B.
alternatus € B. diporus, espécimes da Argentina. Ambos os venenos apresentaram
mecanismos de citotoxicidade por apoptose (Bustillo et al., 2009). Também foi
reportado, in vitro, o envolvimento de mecanismos de apoptose via caspase-3 na
citotoxicidade sobre a musculatura estriada esquelética de camundongos o
envolvimento da baltergina, uma metaloproteinsase da classe P-III que pode ser a
responsavel por este mecanismo no veneno de B. alternatus (Bustillo et al., 2017).

6.4.2. Pulmodes

Foi observada hemorragia pulmonar, macro e microscopicamente indicando que os
tratamentos utilizados ndo foram capazes de prevenir a hemorragia pulmonar,
inclusive nos grupos que receberam o soro antibotropico associado aos farmacos. De
acordo com o protocolo da FUNED, cada 1,0ml de soro antibotropico ¢ capaz de
neutralizar 5Smg de veneno. No presente estudo, foi administrada nos animais 0,25ml
de soro por animal, dose essa, capaz de neutralizar a quantidade de veneno inoculada.
Segundo Maduwage e Isbister (2015) o soro antiveneno ¢é capaz de prevenir as
coagulopatias de consumo por determinadas espécies de serpentes e outras ndo.

A baltergina também ¢ capaz de atuar tanto sobre o sistema hemostatico gerando
hemorragia pulmonar quanto sobre a integridade capilar (Gay et al., 2009). No SDS-
PAGE realizado do veneno utilizado nesta pesquisa, havia predominantemente uma
grande quantidade de bandas que sdo SVMPs. Também havia bandas que sdo
serinoproteases ¢ lecitinas tipo C que, provavelmente, em conjunto, promoveram as
alteracdes da hemostasia e coagulacdo aqui identificadas incluindo, as hemorragias
pulmonares. Em estudo experimental realizado em camundongos, foi administrada
por via intravenosa uma metaloproteinase PIII (jararragina) sendo relatada apenas
hemorragia pulmonar (Escalante et al., 2003). Apesar de os pulmdes e a musculatura
estriada esquelética serem os locais que ocorrem predominantemente as hemorragias,
tem descrito na literatura, embora incomum, um caso de acidente vascular encefalico
hemorragico em uma mulher vitima de acidente botropico (Machado ef al., 2010).

6.4.3. Figado

Os exames das transaminases do trato hepatobiliar seguem em consonéncia com os
exames histopatologicos, ou seja, auséncia de intensas lesdes. A presenga de
hiperemia do figado foi observada macro e microscopicamente, semelhante aos
demais oOgdos avaliados no estudo. Este fato que pode ser relacionado a
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administracdo do tiopental para a eutandsia dos animais (Petroianu et al., 2011). A
presenga de alteragdes de maior gravidade ndo ocorreu, pois apenas um animal no
grupo G6 (veneno + DDAVP) apresentou necrose de hepatdcito multifocal aleatoria
e, outro animal do grupo G5 (veneno +ATX) mostraram tais alteragdes. A
degeneracdo microvacuolar (degenerado hidrdpica), acontece frequentemente em
casos de intoxicacdes e envenenamentos, contudo, no presente estudo, os animais
ndo envenenados também apresentaram tais achados. Animais bem nutridos com
restricdo alimentar também podem cursar com degeneracdo microvacuolar, que
frequentemente ¢ devido a deposicdo de agua. Os animais devido ao estado de
prostagdo, ndo se alimentaram durante a execucao do protocolo (Serakides e Guedes,
2006). Também ndo houve a presenga de hemorragia hepatica na avaliagdo
macroscopica e microscopica. A hemorragia hepatica no envenenamento botrdpico é
considerada incomum (Cunha ef al., 2015).

6.4.4. Rins

Apenas um animal apresentou sinais de hemorragia discreta nos rins. Tal fato ¢
corroborado pela literatura, sendo os pulmoes e a musculatura estriada esquelética
mais acometidas pelas hemorragias (Escalante ef al., 2003).

Doses de veneno inferiores a empregada neste protocolo experimental, como as
utilizadas por Melo ef al. (2007), promoveram discreta altera¢do renal. Doses de 1,25
ug de veneno em coelhos também utilizadas numa pesquisa de Melo et al. (2005),
ndo causaram alteracdes renais, demonstrando o efeito dose-dependente. Fato
notavel, que neste experimento foram administradas quantidades muito aquém do
que uma serpente inocula de veneno e, mesmo assim foram observadas lesoes renais
ao exame histopatologico em curto tempo, como NTA. Apesar de, os mecanismos
ainda nao estarem totalmente esclarecidos, todas estas lesodes, teoricamente, podem
ser evitadas com a administragdo do soro antibotropico (Castro et al., 2004).
Contudo, no presente estudo, trés animais nos grupos G7 e quatro animais no grupo
G3 apresentaram indicios de alteragdes tubulares. Ou seja, o soro antiofidico ndo
preveniu tais alteracdes e inclusive pode ter precipitado alteragdes tubulares. Em
estudos da toxicocinética renal do veneno de B. alternatus apos a administracdo IV
de 0,8 mg.kg!, foi detectado circulante até sete dias apOs. Nos glomérulos, tibulos
contorcidos proximais e distais, tecidos perivascular e vascular, o veneno foi
identificado 30 minutos ap6s a inoculagdo (Mello et al., 2010). Este fato corrobora as
alteragdes morfoldgicas dos rins precoces encontradas no presente estudo.

A hipotensdo que ocorre nos envenenamentos botropicos demonstrado por Rabelo et
al., (2005) e Evangelista et al. (2010), podem provocar hipoxemia renal, associado
com hipovolemia persistentes e redugdo da TFG podendo gerar NTA sendo essa,
frequentemente, a causa de IRA nos envenenamentos (Albuquerque et al., 2013).
Apesar de os mecanismos ainda ndo estarem totalmente esclarecidos, todas estas
lesdes teoricamente, podem ser evitadas com a administragdo do soro antibotropico
(Castro et al., 2004). Contudo, no presente estudo, animais do grupo G7 que
receberam veneno de serpente ¢ soro antiofidico também tiveram lesdes tubulares.
Dias (2009), reportou em cédes apds envenenamento por B. alternatus experimental a
descamagdo da parede tubular de modo similar ao ocorrido no presente estudo.
Evangelista et al. (2010), reportou redugdo da TFG relacionada a um desequilibrio do
transporte i0nico nos rins devido agao das PLA..
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6.4.5. Musculatura estriada cardiaca

Foi observada na necropsia € no exame histopatologico, em dois animais a presenga
de area focal hemorragica em epicéardio. Este achado, ndo tem sido observado em
envenenamentos por Bothrops, apesar de ter sido reportado alteragdes cardiologicas
decorrente do veneno bruto de B. marajoensis, em ratos, devido as alteragdes do
ritmo cardiaco por interferéncia em canais i6nicos (Evangelista et al., 2010). Pode-se
inferir que, devido o quadro de alteracdo da hemostasia presente nos animais,
semelhantemente ao ocorrido na musculatura estriada esquelética devido a atuacéo
dos diferenes componentes do veneno, também pode ocorrer na musculatura estriada
cardiaca, porém em menor intensidade. O cateter central implantado nos animais
passava pelo atrio direito migrando até a veia cava caudal dos animais. Este fato
pode, de certo modo, induzir nos animais alguma altera¢do no endocardio pela maior
proximidade e contato com o cateter e ndo na camada mais externa do coragao.

7. CONCLUSOES

O veneno de serpente B. alternatus promove menor geragao de trombina e ha um
predominio da anticoagulagao.

Os farmacos utilizados, ATX e DDAVP, nio foram capazes de prevenir as alteracdes
da hemostasia, sendo o melhor tratamento para restaurar a geragdo de trombina o
soro antibotropico.

O teste de geracdo de trombina ¢ mais sensivel que as provas de TP, TTPa e
fibrinogénio para diagnosticar um quadro de hipocoagulabilidade em decorréncia de
veneno de serpente.

As toxinas presentes no veneno de serpente B. alternatus promovem graves
alteragOes no sitio de inoculacdo mesmo em concentra¢des muito infimas em relagao
a dose inoculada por uma serpente ¢ de forma muito precoce. Dentre tais alteragdes
no sitio de inoculagdo destaca-se intensa inflamag¢@o, necrose, hemorragia com sinais
macroscopicos € microscopicos. Os farmacos utilizados no presente estudo ndo
tiveram qualquer beneficio em relacao a instalacdo destas lesdes.

Pode-se inferir que o veneno de serpente B. alternatus utilizado além de induzir
necrose também provoca morte celular por apoptose na musculatura estriada

esquelética.

O veneno induz NTA ¢ apoptose evidenciado nos rins.
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ANEXOS

Procedimento Operacional Padrdo da metodologia do Teste de Geragdo de Trombina
do Departamento de Hematologia da Escola de Farmacia, UFMG.

TESTE DE GERACAO DE TROMBINA (GT) - METODO CAT®

Dia anterior ao experimento

1. Definir a planilha do experimento em Excel, a qual deve conter o proposito do
experimento, os reagentes utilizados e as amostras de plasma.

2. Calcular os volumes dos reagentes e verificar as amostras que serdo utilizadas, no
intuito de ndo faltar qualquer reagente ou material no tempo do experimento.

3. Organizar as caixas de ponteiras: as ponteiras a serem utilizadas na pipeta
multicanal devem ser organizadas no suporte de acordo com o layout da placa
(preencher uma caixa de ponteiras para cada condi¢do de GT que se pretende
realizar) facilitando e dinamizando o processo de pipetagem e dispensagcdo dos
reagentes na placa, de tal forma que isso ocorra o mais rapido possivel para ndo
comprometer a temperatura de 37°C da placa (a temperaturas ¢ critica);

4. Preparar o tampdo HN.

Para preparar 1 litro de HN = Pesar 5,957 g de Hepes e 10,227 g de NaCl. Misturar
o Hepes ¢ o NaCl em 1 litro de agua destilada. Ajustar o pH para 7,7 (utilizando
solug¢do de HCI ¢ NaOH). Este tampdo dura em média 2 meses, a ndo ser que haja
crescimento de microrganismos antes. Se isso acontecer, este deve ser desprezado.

5. Preparar o tampdao HNBSA

Para preparar o HNBSA, pegar uma proveta de 50 mL e colocar 50 mL de tampao
HN. Pesar 250 mg de BSA e adicionar ao tampao HN na proveta. Deixar em torno de
10 minutos para dissolver (dissolve espontaneamente). Pegar uma seringa de plastico
de 60 mL, tirar o émbolo, adaptar um filtro de 0,2 uM a seringa. Encher a seringa
com o material a ser filtrado. Colocar o émbolo e aperta-lo obrigando a filtragdo do
tampao HNBSA. Apos a adicdo do BSA a validade deste tampao ¢ em torno de uma
semana, pois pode crescer microrganismos.

Dia do experimento

1. Ligar todos os equipamentos (fluorimetro, computador, banho-maria a 37°C e o
agitador tipo vortex). Clicar no icone do software Thrombinoscope e abri-lo.

2. Checar a temperatura do banho-maria que deve estar a 37°C.

3. Checar se o “dispenser” esta dispensando corretamente utilizando H>O morna
(dispensar corretamente significa que o jato dispensado deve estar em linha reta ¢ em
feixe tinico e ndo inclinado ou com feixes multiplos). Caso o jato sair inclinado ou
com feixes multiplos, abrir o “dispenser”, tirar a ponteira deste e passar uma agulha
muito fina para tirar qualquer obstrugdo da mesma. Repetir o procedimento inicial
para ver se o jato estd reto, ou seja, perpendicular ao equipamento. NAO INICIAR
QUALQUER PROCEDIMENTO ANTES DE FAZER ESSA CHECAGEM,
POIS ESTA ARRISCANDO A PERDER SEU EXPERIMENTO!!!.

Para checar o “dispenser”:

- Colocar o “dispenser” direcionado para um pequeno béquer vazio (ndo deixar
encostar a ponta do “dispenser” em qualquer lugar). O tubo de aspiragdo deve estar
inserido em um tubo Falcon de 50mL com agua MilliQ nova e morna, de preferéncia
(aquecida previamente em BM a 37° C).
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- Usando o software Thrombinoscope, clicar em “Instrument” => clicar em “Prime
dispenser”-> clicar em 5000 ul > clicar em “Prime .

8. Usando o software Thrombinoscope, fazer o layout da placa de 96 wells segundo
definig¢do prévia do experimento contido na planilha do Excel (item 1).

Layout da placa

- O software Thrombinoscope possui um item denominado “Plate Setup ”, onde sera
possivel fazer o layout da placa, indicando quais sdo os wells relativos ao plasma
teste, fake e ao calibrador. Este item possui um desenho de uma placa de 96 wells,
para que seja adicionada a localizagdo de cada amostra de plasma teste e dos
calibradores. Além disso, na tela hd um botdo vermelho, utilizado para adicionar as
amostras de plasma teste € o fake, ¢ um botdo amarelo, utilizado para adicionar os
calibradores. A partir dai, sera possivel criar um grupo para cada amostra (s)
adicionada (s) e seus respectivos calibradores.

- Verificar no “Plate setup” se os seguintes itens estdo mostrando os valores
adequados de temperatura (Target T: 37°C), concentra¢do do calibrador (7C Act:
670nM) e volume a ser dispensado (Disp. vol.: 20uL).

- Inicialmente, devem ser adicionados os dois wells correspondentes ao Fake (estes
devem ser sempre reservados na placa para evitar erro de pipetagem do Fluca (20uL)
pelo “dispenser” nos wells subsequentes, sabendo-se que a liberagdo do volume exato
de 20 uL pode ndo ser ocorrer nos dois primeiros wells). Clicar no botdo vermelho e,
em seguida, nos dois wells, onde serdo localizados o Fake. Em seguida, clicar no
botdo amarelo para adicionar o well correspondente ao calibrador do Fake. Por fim,
clicar em “Add Group” e nomear esse grupo.

- Em seguida identificar as amostras testes. Para isso, clicar no botdo vermelho e, em
seguida, no well onde a amostra sera adicionada. Clicar no botdo amarelo para
adicionar o calibrador. Em seguida, clicar em “Add Group” para nomear o grupo
criado. Preencher um well para o calibrador para cada amostra de plasma a ser
testada.

- Para conferir se o layout da placa esta correto basta clicar nos grupos de amostras
criados em “Group list” e verificar a localizacdo da amostra teste e do seu calibrador
correspondente (a visualizagdo ¢é a alteragdo da cor do well da amostra e
simultaneamente do well do seu calibrador).

4. Procedimento técnico:

- Tirar da geladeira o tampao HN (preparado anteriormente), o Fluo-Buffer, o Low
TF, High TF e o calibrador (tirar a quantidade necessaria de cada reagente de acordo
com o calculo feito no dia anterior). O Low TF, o High TF e o calibrador devem ficar
em temperatura ambiente (TA). Colocar o Fluo-Buffer no banho-maria a 37°C até o
tempo de uso.

- Colocar um tubo Falcon com dgua MilliQ no banho-maria a 37°C até o tempo de
uso.

- Ressuspender o Low TF, o High TF ¢ o calibrador com 1 mL de agua MilliQ. Apos
adicionar a agua MilliQ, esperar 10 minutos e homogeneizar cuidadosamente. Nao
colocar no vortex e manter os reagentes em TA. Se sobrar reagentes, fazer aliquotas
de 100uL dos mesmos e congelar a -80°C.

- Tirar as amostras de plasma do freezer a -80°C, as quais devem ser descongeladas
no banho-maria a 37°C por exatamente 10 minutos. Apos o descongelamento agitar
em agitador tipo vortex.

- - Adicionar 80 puL de cada plasma nos wells da placa (tipo ELISA, com wells com
fundo em U) correspondentes as amostras teste e ao calibrador.
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- Com o auxilio da pipeta multicanal pipetar 5 uL. do HNBSA (volume suficiente de
HNBSA ja deve estar em uma canaleta e pipetar a partir desse volume) ¢ adicionar
em todos os wells das amostras teste e dos calibradores.

- Adicionar 20 pL de calibrador nos wells correspondentes. Se a quantidade de wells
de calibradores for grande, utilizar pipeta multicanal (o volume necessario de
calibrador deve ser colocado em wells de uma outra placa de 96 wells (tipo ELISA)
para facilitar a pipetagem deste reagente).

- O volume necessario de Low TF e/ou High TF (calculo feito no dia anterior de
acordo com o layout da placa) deve ser colocado também em wells de uma outra
placa de 96 wells (tipo ELISA), para facilitar a pipetagem destes reagentes e a
transferéncia dos mesmos para a placa que serd incubada a 37°C, com auxilio de
pipeta multicanal.

- Uma vez preenchida a placa com as amostras de plasma a serem testadas e seus
respectivos calibradores, pressionar o botdo no fluorimetro “Plate out” e colocar a
placa no fluorimetro para incubagdo a 37° C. Apds colocar a placa no fluorimetro, no
software Thrombinoscope clicar em “Start” para iniciar a incubagdo. Abrird uma tela
“Dispenser preparation”. Clicar em “Next” para iniciar a incuba¢@o da placa por
exatamente 10 minutos (a tela “Dispenser preparation” mostrard a sequéncia de
“steps” desde a incubagdo até o preenchimento dos wells da placa com o Fluca, pelo
“dispenser”. Enquanto a placa ¢ incubada no fluorimetro, preparar o FLUCA. Para
isso, retirar o Fluo-Buffer do banho-maria, adicionar o volume de Fluo-Substrate
(este fica armazenado em temperatura ambiente e ao abrigo da luz) de acordo com a
tabela abaixo e vortexar imediatamente. Envolver o tubo em papel aluminio e manter
em banho-maria a 37°C até o tempo do uso, preferencialmente no escuro. Nao
esquecer de diluir o FLUCA de acordo com a tabela fornecida na bula do kit de
FLUCA. Para isso consultar tabela abaixo:

N° wells Fluo-Buffer (ul)  Fluo-Substrate (ul)

1600
<48 (1 frasco) 40
58 1800 45
68 2000 50
78 2200 55
88 2400 60
96 2600 65

- Apos a incubagdo da placa por 10 minutos, pressionar no fluorimetro “Plate Out”.
A placa seré ejetada e neste tempo, com auxilio de uma pipeta multicanal, adicionar
rapidamente 20 uL. do Low TF e/ou High TF (ou outro reagente como “trigguer”, de
acordo com o propésito do experimento), cujos reagentes ja devem estar na outra
placa de ELISA a parte, em TA, contendo o volume necessario para o devido
preenchimento dos wells da placa incubada. Pressionar no fluorimetro “Plate In”.
Obs.: o tempo de adicdo do Low e/ou High TF deve ser o menor possivel para
que a placa ainda mantenha a temperatura de 37°C, ja que a temperatura é um
parametro critico desta reacio.

- Em seguida, retirar a 4gua morna que estd no banho-maria a 37°C e com esta fazer
a lavagem do fluorimetro. Para isso, colocar o tubo de aspira¢do dentro do tubo
Falcon contendo a 4gua aquecida e colocar o dispenser dentro de um béquer vazio e
clicar em “Next”. A agua quente sera aspirada ¢ dispensada no béquer vazio
(“waste”). Uma vez terminada a lavagem do fluorimetro com agua quente, o proprio
sistema do aparelho interrompera o procedimento. Retirar o tubo de aspiragdo do
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frasco contendo a dgua morna e apertar novamente “Next” para coletar no frasco
“waste” o restante de 4gua morna que ainda permanece no fluorimetro.

- Em seguida, fazer ambiente no fluorimetro com o FLUCA. Para isso, inserir o tubo
de aspiragdo no tubo contendo o FLUCA e colocar também o dispenser dentro do
tubo do FLUCA sem tocar o liquido. Clicar em “Next”. O FLUCA sera aspirado e
devolvido para o mesmo tubo. Uma vez feito o ambiente do sistema do aparelho com
o FLUCA, este interrompera o procedimento. Neste tempo, o dispenser deve ser
introduzido em um pequeno orificio, escrito “M”, no aparelho, enquanto o tubo de
aspiragdo deve ser mantido dentro do reagente FLUCA sem tocar o fundo do tubo.
ATENCAO: a ponta do dispenser nio podera nunca tocar o fundo ou as paredes
do recipiente para que nio ocorra dano nesta ponta (extremamente sensivel).

- Pressionar “Next”. Nesse tempo, o dispenser dispensard 20 pL. de FLUCA em cada
well de acordo com o layout da placa, perfazendo um volume final de 125 uL por
well.

- Apds a dispensacdo deste volume, seguir as instru¢des do software: retirar o
dispenser do orificio escrito “M” e coloca-lo em um béquer contendo agua destilada,
enquanto o tubo aspirador deve ser colocado em outro béquer também contendo
agua. Fechar a tampa do fluorimetro. A leitura da placa sera feita por 60 minutos e os
perfis de geragdo de trombina poderdo ser observados cineticamente na tela do
computador.

- Ap6s os 60 minutos, o aparelho ejetara a placa. Retirar a placa do mesmo e
pressionar “Plate in”.

- Salvar o experimento: clicar em “File” = Export to “xIs” = ao aparecer a tela para
salvar, dar nome ao arquivo (por exemplo: HT020331A03 — 23-09-2015) - salvar
em “Meus documentos” —>pasta Geracdo de Trombina => clicar em “Salvar”.
ATENCAO: salvar antes de fechar o arquivo, pois a leitura nio fica registrada
no software.

- Fazer a limpeza do fluorimetro da seguinte maneira: Clicar em “Instrument” =>
clicar em “Prime dispenser”->clicar em 5000 pl. O tubo de aspiragdo ja deve estar
em um tubo contendo agua e o dispenser em um béquer vazio onde sera dispensado o
produto da limpeza (lixo). Clicar em “Prime”. Esse procedimento deve ser efetuado
duas vezes para limpar bem o fluorimetro. Para isso clicar em “Prime” outra vez.
Esperar até que se conclua a limpeza. Antes de fechar o fluorimetro, colocar o tubo
de aspiragdo em um pequeno recipiente contendo agua destilada e o dispenser em
outro recipiente também com agua destilada.

Exemplo da planilha de um experimento

Para realizagdo desse experimento, foi utilizado um pool de PPP de jovens saudaveis
¢ foram realizadas seis replicatas com o Low TF e seis replicatas com o High TF
(Total de 12 wells).

Objetivo: Fazer o teste de GT em um pool de plasma usando Low TF e High TF
Tampao HNBSA: HN + 5 mg/ml de BSA.

Calibrador: Retirar o frasco da geladeira e reconstituir o reagente com 1 ml de dgua
deionizada. Deixar em TA.

Proteinas

Low TF e High TF -> Retirar o frasco da geladeira e reconstituir o reagente com 1 ml
de agua deionizada. Deixar em TA.

Substrato (FLUCA)

Fluo-Buffer: retirar um frasco da geladeira e colocar em banho-maria a 37°C. Bem
proximo ao uso, adicionar 40 pl de Fluo-Substrate e vortexar imediatamente.
Envolver o tubo em papel aluminio ¢ manter em banho-maria a 37°C até o tempo do
uso.

Amostra MIX (15 vezes)*
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Set up 80 nL Pool PPP 1440 uL Pool PPP

5 uL HNBSA 90 uL HNBSA
Vol total- 1530 uL

Apos 10
min 20 pL High TF ou Low TF
20 uL FLUCA

O mix deve ser feito sempre com um volume extra de plasma e demais reagentes
para possibilitar a pipetagem de 85 uL para cada well (vide ser up da placa a seguir):

Calibrador
Set up 80 uL Pool PPP
20 uL calibrador
5 uL HNBSA
Apo6s 10 min
20 uL FLUCA
Layout da placa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
12
Fake High TF | Low TF
Fake High TF | Low TF

Calibrador | High TF | Low TF

High TF | Low TF

High TF | Low TF

High TF | Low TF

Calibrad

or**

** Reservar um volume extra de plasma suficiente para o calibrador. Para cada
amostra de plasma, um calibrador deve ser feito.

Grupos

Fake = wells A1, Bl e Cl

Replicatas com High TF - wells A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2

Replicatas com Low TF - wells A3, B3, C3, D3, E3, F3
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Apods 60 min foram obtidos os valores de concentragdo de trombina ao longo do
tempo para cada well ¢ o grafico Trombina (nM) x Tempo (min) com os seguintes
parametros: Lag time, Peak Height, ETP e Time to peak.

Low TF | High TF
Lagtime (min) |5,18 1,62
ETP (nMemin) | 1871,05 |2727
Peak (nM) 322,28 |527,84
ttPeak (min) |[8.41 3,63

J A e kT i A A Smittn_fimaP

e | 0w TF High TF

Preparo da solugdo estoque da Proteina C ativada (PCA)

1. Dados fornecidos pelo fabricante para Human Activated Protein C (Haematologic
Technologies Inc., codigo HCAPC-0080):

Molecular weight: 56200

Concentration: 3,2 mg/mL

Recommended storage: -20°C

Amount shipped: 1 x 0,05mg

2. Calculo:
Massa molecular = 56200 g/L
Concentragao = 32 mg/mL = 3200 pg/mL
Quantidade de PCA no frasco = 50 ug
Entao:
56200 gL 1 M
56200 mg/mL.............. 1 M
56200000 ug/mL.......... 1 M
56,2pg/mL ............... 1uM

Dividindo 3200 pg/mL /50 pg = 64pl. (volume contido no frasco eppendorf do
fabricante).
E possivel determinar a molaridade do volume de 64pL da seguinte forma:
56,2ug/mL ............... 1 uM
3200 pg/mL................... X
x=56,9uM
Entdo a concentragdo, em termos de molaridade, para o volume de 64 pL que veio
diretamente do fabricante ¢ 56.9 pM.
Adicionar um volume do tampao HN para o frasco do fabricante (que contém 50 pg
em 64uL) suficiente para perfazer um volume final de 1 mL, entdo uma solu¢ao
estoque de PCA aproximadamente de 1 uM sera obtida.
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Em outras palavras, adicionar ao conteudo do frasco eppendorf o volume de 936 pL
de tampao HN, perfazendo um total de 1 mL (solu¢ao estoque, cuja concentracio é
aproximadamente 1 uM).

Aliquotar a solucao estoque de PCA 1 uM acima em 10 aliquotas de 100 uL e
guardar em freezer a -80°C.

Na hora do uso tirar uma aliquota de 100 puL do freezer, descongelar ¢ diluir 5x com
tampao HNBSA (solugdo de trabalho) perfazendo um volume total de 500 pL, cuja
concentracdo final sera de 200 nM.

Usar 5 pL da solucdo de trabalho de PCA em cada well da placa, cujo contetido sera:
80 uL de plasma paciente/controle

20 pL. de High TF

5 pL de PCA

20 pL de Fluca

125 uL = volume total do well

Aplicando a formula V; x C; = V¢ x Cy, teremos:

5uLx200nM =125 uL x Cf

Cf=1000/125=8 nM

Obs.: Para concentragdes finais menores, diluir a solugao de trabalho de PCA.

Preparo da solucio estoque de Corn Trypsin inhibitor (CTI)

1. Dados fornecidos pelo fabricante para Corn Trypsin Inhibitor (Haematologic
Technologies Inc., codigo CTI-01):

Molecular weight: 12500

Concentration: 2,0 mg/mL

Recommended storage: At or below -70°C

Amount shipped: 1 x 1,0 mg

2. Célculo:
Massa molecular = 12500 g/L
Concentragdo inicial = 2,0 mg/mL = 2000 pg/mL

Concentracao final = 30 pg/mL

Quantidade de PCA no frasco = 1000ug

Entao:
12500 gL 1 M
12500 mg/mL.............. 1 M
12500000 ug/mL.......... M

12,5 ug/mL ............... 1uM

Calculo da concentragdo inicial (C;) do CTI em uM:

12,5 pg/mL 1 uM

2000 pg/mL X

X=Ci=160 uM

Calculo da concentragao final (Cr) do CTI em uM:
12,5 pg/mL 1 uM

30 ug/mL X

X=Cr=2,4uM

Calculo do volume de CTI que deve ser adicionado em cada well:
Cix Vi=Crx Vi

160 uM x Vi=2,4 uM x 125 pLL

Vi=1,875 uL = 2,0 pL de CTI
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Portanto, deve-se adicionar em cada well:
80 uL de plasma paciente/controle

2,0 uL de CTI

3,0 uL de HNBSA

20 uL de Low/High TF

20 L de Fluca

Volume total do well (Vi) > 125 uL

Estudo do sistema da anticoagulagio natural por meio da adi¢do ou ndo da PCA
aos wells.

Para estudar o sistema da anticoagulacdo natural por meio do teste de GT, deve-se
correr wells com e sem Sul. de PCA. A PCA deve ser adicionada imediatamente
apos a adicdo dos 20uL de High TF. A concentragdo de PCA utilizada devera ser
determinada em pool de plasmas “controle” para cada projeto. A concentragdo de
PCA que devera ser utilizada serd aquela capaz de inibir cerca de 90% da geracao de
trombina, mantendo-se apenas 10% da atividade residual. Veja exemplo abaixo:

Set up 80 nL Pool PPP

Apés 10|20 pL High TF
min 5 uL PCA

20 uL FLUCA

Obs.: Uma vez obtidos os resultados de GT com e sem PCA, aplicar a formula:

nAPCsr= ETP+PCA/ ETP-PCA (paciente)

ETP+PCA/ETP-PCA (Controle)
nAPCsr vai de 0 (nenhuma resisténcia) a 10 (resisténcia total).
Veja abaixo porque € importante estabelecer qual a concentracdo de PCA que sera
capaz de inibir 90% da GT, mantendo-se apenas 10% da atividade residual. Uma vez
determinada esta concentracdo ideal em um pool de plasma controle (em outras
palavras, seu grupo controle), usar esta mesma concentracio de PCA para as
amostras dos pacientes de seu projeto de pesquisa.
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As trés figuras acima ilustram a necessidade de se utilizar um pool controle de
acordo com as caracteristicas das amostras do projeto de pesquisa. Dessa forma,
pode-se observar que um pool de amostras de individuos controles brasileiros

116



2

forneceu uma nAPC sr de 4,0; enquanto um pool de plasmas da Holanda
(Netherlands) forneceu uma nAPCsr de 8,0. Dessa forma, a concentragdo de PCA
deve ser determinada em um pool de plasma “controle” de acordo com as amostras
do projeto de pesquisa. Ex.: Se a concentragdo de PCA para inibir 90% da atividade
de geragdo de trombina de um pool de plasmas normais (controle) for 6 nM, entdo
esta mesma concentragcdo tera que ser usada para inibir todas as amostras dos
pacientes, para em seguida, ser calculado o nAPCsr.

Ao pipetar 5 pL de PCA (solugdo de trabalho, cuja concentracdo é de 200nM) para
um well que tera volume total de 125 uL, a concentragdo final de PCA sera de 8nM.
Para fazer a titulagdo, usar para os wells concentragoes finais de 8, 6, 4, 2, 1 ¢ 0,
fazendo as dilui¢des de forma apropriada a partir da solugdo de trabalho (200nM,
item 8.0).

Observacdes importantes de carater pratico, antes de iniciar os testes de geracio
de trombina:

Treinar pipetagem com a pipeta automatica multicanal para verificar se todos os
canais estdo aspirando e dispensando adequadamente;

Nao esquecer da fazer o calculo do volume de cada reagente e do plasma a ser
testado para tirar o volume adequado do freezer (ou da geladeira), sem que ocorra
falta ou sobra dos mesmos;

Os reagentes Low e High TF, e outros reagentes tais como PCa devem ser mantidos a
temperatura ambiente;

Ter disponivel e a mio placas de 96 wells (fundo em V) para facilitar a pipetagem,
com pipeta multicanal, de pequenos volumes tais com 5 pL, 20 pL e outros;

Ao usar uma pipeta multicanal para pipetar diferentes reagentes, ndo se esquecer de
mudar o volume a ser pipetado, no caso de volume diferente.

Todo o POP foi feito para acrescentar CTI a reacdo. No entanto, a comparacdo entre
os resultados usando ou ndo CTI ndo mostrou diferenca significativa. Dessa forma,
as reacOes estdo sendo realizadas sem adicdo de CTI.

Nao esquecer que o volume final de cada well deve ser exatamente 125uL.
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