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RESUMO

Micrurus surinamensis € uma espécie serpente peconhenta encontrada na América do Sul,
regido da Amazobnia, conhecida popularmente como coral verdadeira ou cobra-coral. Esta
serpente, que difere das demais principalmente por seu héabito semi-aquatico e alimentagdo
baseada em peixes, possui veneno pouco estudado, especialmente em relagdo aos seus efeitos
em mamiferos. Acidentes envolvendo corais verdadeiras sdo sempre graves pela composicdo do
veneno que possuem, tais como toxinas de estrutura three finger toxin (3FTx) e fosfolipases
(PLA,) em diferentes proporcdes. N&o existem estudos que retratam o quadro clinico
neuroldgico, os efeitos cardiacos, as alteracfes sanguineas e as lesdes microscopicas que podem
ser provocadas pela peconha de M. surinamensis. Desse modo, esta pesquisa teve como objetivo
a avaliagdo de cobaias (Cavia porcellus) envenenadas experimentalmente com veneno da
serpente M. surinamensis, enfatizando os sistemas nervoso e cardiaco (eletrocardiografico),
além da avaliacdo de exames laboratoriais sanguineos e teciduais (microscopia Optica e
eletrbnica). Para tal, foram utilizados 12 animais machos distribuidos em dois grupos (n=6),
denominados grupo veneno e grupo controle. Cada animal do grupo veneno recebeu 0,75 pg/g
de peso vivo de veneno de M. surinamensis diluidos em 0,2 ml de PBS/BSA, injetado via
intramuscular (IM). O grupo controle, que serviu como testemunha, recebeu 0,2 ml de
PBS/BSA via IM. Os exames, fisico geral e especificamente neuroldgico, foram realizados
antes (Tempo zero — TO) e ap6s a inoculacdo do veneno ou PBS/BSA aos 30 minutos (Tempo 1
- T1), uma hora (Tempo 2 - T2) e duas horas (Tempo Final — TF), aproximadamente.
Eletrocardiogramas e exames hematoldgicos foram realizados nos tempos TO e TF. Ap6s 2h do
envenenamento (TF), os animais que ndo foram a Obito foram eutanasiados, realizadas
necropsia e coleta de érgdos para analise microscopica. Os animais que receberam veneno de M.
surinamensis apresentaram alteracGes neurologicas com comprometimento do sistema nervoso
central, periférico e autbnomo, marcados por dificuldade respiratoria progressiva, alteracdes
motoras e no estado mental, quadriplegia flacida, paralisia muscular total e morte. O
eletrocardiograma revelou graves alteracdes arritmicas, como bloqueios atrioventriculares de 1°,
2° e 3° graus, extrassistoles supra e ventricular. No exame hematologico, o leucograma mostrou
aumento na contagem de leucdcitos totais causado especificamente por aumento de heterdéfilos e
mondcitos, além da diminuicdo de linfécitos. Os exames bioquimicos séricos revelaram
aumento significativo das enzimas creatina quinase e sua fracdo MB, aspartato aminotransferase
e lactato desidrogenase indicando lesdo muscular esquelética e cardiaca. Na microscopia 6tica e
eletronica foi visualizada necrose no musculo esquelético em dois animais que receberam
veneno de M. surinamensis, todavia, ruptura das fibras musculares esqueléticas e cardiacas,
somente foram visualizadas na microscopia eletrdnica. Conclui-se que, o veneno de M.
surinamensis em cobaias possui atividade neurotdxica e miotoxica super-aguda (até 2h) capaz
de causar graves alteracBes neuroldgicas e elétricas cardiacas, culminando com o 6bito dos
animais.

Palavras chave: Micrurus surinamensis, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, miotoxicidade,
arritmias, cobaias.
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ABSTRACT

Micrurus surinamensis is a species of poisonous snake found in South America, in the Amazon
region and popularly known as true coral or coral snake. This serpent differs from the others
mainly due to it is semi-aquatic nature and fish-based feeding and there is a lack of studies on
its venom especially in relation to its effects on mammals. Accidents involving corals are
always severe because of the composition of its venom, which has three finger toxins (3FTx)
and phospholipases (PLA,) in different proportions. There are no studies involving the
neurological clinical condition, the cardiac effects, the blood alterations and the microscopic
lesions that may be caused by the venom of M. surinamensis. Thus, the aim of this study was to
evaluate guinea pigs (Cavia porcellus) experimentally poisoned with M. surinamensis venom,
emphasizing the nervous and the cardiac (electrocardiographic) systems, in addition to
evaluating blood tests and tissue exams (optical and electron microscopy). In order to perform
the trial, twelve male animals were randomly divided into two groups (n = 6): control group and
venom group. Each animal in the venom group received 0.75 pg/g of M. surinamensis venom
diluted in 0.2 ml PBS / BSA, inoculated intramuscularly (IM). The control group received 0.2
ml of PSA / BSA intramuscularly (IM). All animals underwent general physical examination,
more specifically neurological exam, which was performed prior to venom or PBS/BSA
inoculation (Time zero —T0), 30 minutes after inoculation (Time 1 - T1), one hour after
inoculation (Time 2 - T2) and approximately two hours after inoculation (Final Time - TF).
Electrocardiogram and hematological tests were performed at TO and TF. The animals which
did not die two hours after the poisoning (TF), were euthanized and their corpses underwent
necropsy and organ collection for microscopic analysis. The animals that received M.
surinamensis venom presented neurological alterations with central, peripheral and autonomic
nervous system involvement, marked by progressive respiratory difficulty, motor and mental
state alterations, flaccid quadriplegia, total muscle paralysis and death. The electrocardiogram
revealed severe arrhythmic alterations, such as 1st, 2nd and 3rd degree atrioventricular block,
supra and ventricular extrasystoles. The leukogram showed an increase in total leukocytes
count, specifically due to an increase in heterophils and monocytes, in addition to a decrease in
lymphocytes. Serum biochemistry revealed a significant increase in creatine kinase enzyme and
its MB fraction, aspartate aminotransferase and lactate dehydrogenase, indicating skeletal and
cardiac muscle injury. Optical microscopy and transmission electron microscopy showed
skeletal muscle necrosis in two animals of the venom group, however, rupture of skeletal and
cardiac muscle fibers were observed only in electron microscopy. In conclusion, the M.
surinamensis venom has neurotoxic and super-acute myotoxic activity (2h) in guinea pigs and is
capable of causing severe neurological and cardiac electrical changes culminating in the death
of the animals.

Keywords: Micrurus surinamensis, neurotoxic, cardiac electrical changes, myotoxic,
arrhythmic alterations, Guinea pig.
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1- INTRODUCAO

No Brasil, o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) registrou 24.467
acidentes ofidicos em 2015, com uma taxa de incidéncia de 13,3 casos para cada 100.000
habitantes e 107 dbitos (taxa de letalidade de 0,43%). Os trés estados com maiores niumeros de
acidentes foram Para (18,4%), Minas Gerais (10,3%) e Bahia (9,8%). A regido onde ocorreu a
maioria dos acidentes por serpentes foi a Norte (33,5%), seguida das regides Nordeste (27,3%),
Sudeste (21,2%), Centro-Oeste (9,2%) e Sul (8,8%). O numero de acidentes por género de
serpente, neste mesmo ano foi: 13.490 de Bothrops; 1.438 de Crotalus; 529 de Lachesis; 139 de
Micrurus e 908 de serpentes ndo peconhentas. Também foram classificados como ignorados,
7.963 casos, pela ndo identificacdo da espécie animal causadora do acidente (Ministério da
Salde, 2016). Cabe ressaltar que esses numeros podem ser ainda maiores, devido a
subnoatificacdo, principalmente em algumas regides do pais, como a regido norte.

Acidente elapidico € o nome dado aos envenenamentos causados por serpentes do género
Micrurus (coral verdadeira ou cobra-coral) e apesar da baixa ocorréncia humana (menos de 1%
ao ano), estes sdo sempre considerados graves, devido a alta toxicidade do veneno dessas
serpentes (Vital Brazil, 1980). Ressalta-se que na medicina veterindria existem apenas dois
relatos publicados, um caso em cdo e outro em gato (Moreira et al, 2004). Todavia, a
epidemiologia dos envenenamentos ofidicos pode variar grandemente dentro do territorio
nacional, necessitando maiores investigacdes. Nos Gltimos dois anos (2015 e 2016), a equipe de
Toxicologia da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) teve
acesso a diversos casos de cdes envenenados por serpentes da espécie Micrurus ibiboboca, na
Unidade Federativa de Pernambuco (dados ndo publicados), o que demonstra a variabilidade e a
subnotificacdo na medicina veterinaria. Ainda deve ser salientada a ampla distribuicdo das
serpentes do género Micrurus, por todo o territorio nacional.

As serpentes corais verdadeiras sdo reconhecidas por suas cores caracteristicas, em geral com
anéis vermelhos, branco (ou amarelo) e negros. O género Micrurus é o principal representante
da familia Elapidae, pelo nimero de espécies conhecidas e sua distribuicdo geografica nas
Américas, desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina. A baixa ocorréncia humana de
acidentes se deve principalmente a ndo agressividade dessas serpentes que possuem dentes
inoculadores de veneno muito pequenos e pouca abertura de boca para morder a presa
(Melgarejo, 2003; Morais et al., 2011).

Os sinais clinicos registrados nos acidentes e em pesquisas relacionadas demonstraram a acao
principalmente neurotoxica do veneno. O veneno pode ter acdo pré-sindptica na juncdo
neuromuscular, interferindo na liberacdo de acetilcolina ou acdo pos-sinéptica se ligando de
forma reversivel ou irreversivelmente aos receptores nicotinicos da acetilcolina. A morte
geralmente ocorre por insuficiéncia respiratéria (Amaral, 2009). Experimentalmente,
miotoxicidade, cardiotoxicidade e alteracGes hemostaticas, foram relatadas apenas em algumas
espécies. O veneno da espécie M. surinamensis € pouco estudado e sdo relatadas,
principalmente, as alteracdes neuroldgicas (Olamendi-Portugal et al., 2008; Roodt et al., 2012.

O tratamento € feito com a utilizagdo do soro antielapidico, que ndo esta disponivel na medicina
veterinaria. O soro antielapidico para uso humano possui apenas anticorpos contra o veneno da
Micrurus corallinus e M. frontalis. Na maioria dos casos se utiliza a neostigmina (droga
anticolinesterasica) pds prévia atropinizacdo e o paciente € mantido em terapia intensiva durante
todo o tratamento (Vital Brazil, 1987; Sakate et al., 2008).
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A ndo producdo de soro antielapidico na medicina veterinaria € um fator limitante para um
atendimento adequado aos animais envenenados. Os poucos relatos publicados levam ao
desconhecimento a respeito dos sinais clinicos e do tratamento emergencial, devendo ser
ressaltado que ndo existe notificacdo obrigatdria para acidentes ofidicos na medicina veterinaria,
como existe na medicina humana.

Existe uma alta variabilidade, em composi¢do de veneno, entre as espécies de Micrurus, o que
torna importante o conhecimento dos efeitos clinicos das principais espécies, para melhor
atendimento aos pacientes envenenados. As espécies de maior importancia médica no Brasil
sdo: Micrurus frontalis, Micrurus corallinus, Micrurus ibiboboca, Micrurus lemniscatus,
Micrurus ipixii e Micrurus surinamensis (Andrade Filho et al., 2013).

A avaliacdo clinica mais detalhada das alteraces neuroldgicas e cardiacas causadas pelo veneno
da serpente M. surinamensis ndo esta bem esclarecida. As crescentes pesquisas sobre cobras-
corais avaliam principalmente a composi¢cdo do veneno nas diferentes espécies, mas nao se sabe
os efeitos destes venenos sobre diferentes sistemas organicos.

Existem pouquissimos estudos sobre a toxicidade do veneno de M. surinamensis, que possui
uma composicao diferente das demais serpentes do género, principalmente, por seu habito semi-
aquatico e alimentacdo baseada em peixes (Olamendi-Portugal et al, 2008). E, por se tratar de
uma das espécies de Micrurus de maior importancia médica no Brasil, é imperativo o estudo
dos efeitos toxicos do veneno para melhor esclarecimento do quadro clinico e direcionamento
do tratamento.
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2—-OBJETIVOS

2.1 - Geral

Investigar os efeitos toxicos do veneno de M. surinamensis utilizando a cobaia (Cavia
porcellus) como modelo experimental.

2.2 - Especificos

e Avaliar o quadro clinico, em especial as alteragdes neuroldgicas de cobaias ap6s o
envenenamento experimental por M. surinamensis (coral verdadeira).

e Analisar as alteracdes cardiacas por meio de exames eletrocardiograficos, de cobaias
ap6s 0 envenenamento experimental por M. surinamensis (coral verdadeira).

e Estudar o perfil sanguineo (hematolégico, bioquimico e coagulograma) de cobaias apds
0 envenenamento experimental por M. surinamensis (coral verdadeira).

e Pesquisar as alteracBes macro e microscopicas (microscopia Optica e eletronica) de

diferentes tecidos de cobaias apds 0 envenenamento experimental por M. surinamensis
(coral verdadeira).
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3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 - Familia Elapidae

A Familia Elapidae é composta por 250 espécies de serpentes encontradas em todo o
mundo (Cardoso et al., 2003). Incluem serpentes muito conhecidas como as Najas, na Asia e
Africa e nas Américas é representada por cerca de 85 espécies distribuidas em trés géneros,
Micrurus, Leptomicrurus e Micruroides. A grande maioria dessas espécies americanas pertence
ao género Micrurus, popularmente chamada de coral-verdadeira ou cobra-coral (Lomonte et al.,
2016).

3.2 - Micrurus sp.

O género Micrurus (Micro= pequeno e urus=cauda) se destaca entre 0s demais géneros da
familia Elapidae pelo grande nimero de espécies conhecidas, com distribui¢cdo nas Américas,
desde o sudeste dos Estados Unidos ao Sul da América do Sul (Campbell e Lamar, 2004; Di-
Bernardo et al., 2007) e principalmente pela gravidade dos acidentes provocados.

No Brasil, existem 19 espécies conhecidas de Micrurus: M. albicinctus, M. altirostris, M. averyi,
M. brasiliensis, M. corallinus, M. decoratus, M. filiformis, M. frontalis, M. hemprichii, M.
ibiboboca, M. lemniscatus, M. mipartitus, M. ornatissimus, M. paraenses, M. putumayensis, M.
spixii, M. surinamensis, M. tricolor, M. waehnerorum (Cardoso et al., 2003). Destas, as
serpentes responsaveis pela maioria dos acidentes na medicina humana sdo: M. corallinus, M.
frontalis, M. lemniscatus, M. ibiboboca e M. surinamensis (Andrade Filho, et al., 2013).

As serpentes deste género possuem denticdo proterdglifa ou proteroglifodonte (Protero =
anterior e glifa= sulco), com dentes inoculadores fixos, localizados na regido anterior da boca.
Esses dentes apresentam um sulco profundo através do qual o veneno penetra no local da
mordida (Cardoso et al., 2003). A abertura de boca € bem limitada, com amplitude de cerca de
30°, 0 que limita o tipo de presa e a defesa desses animais (Cardoso et al., 2003).

Figura 1. Denticdo proteroglifa presente nas serpentes do género Micrurus, com ilustracdo do
sulco por onde passa 0 veneno para a inoculacdo na presa.

Fonte: http://biologiaeterna.blogspot.com.br/.
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Possuem cabeca arredondada, olhos pequenos com pupilas arredondadas e auséncia de fosseta
loreal. S&o animais de pequeno e médio porte, medindo de 300 a 1200 mm, oviparas, pondo de
2 a 10 ovos em buracos no chao, formigueiros ou troncos. Suas cores tradicionais sdo compostas
por anéis vermelhos, pretos, amarelos, brancos e marrom escura (quase negra), esta Ultima vista
em espécies Amazonicas (Funasa, 2001).

N&o sdo agressivas e atacam quando se sentem ameacadas levantando a cauda, de forma
semienrolada (engodo caudal), enganando as presas para conseguir morder e inocular seu
veneno (Melgarejo, 2008). S8 em maioria, animais de habitos semi-subterraneos e que se
alimentam de pequenas serpentes e répteis serpentiformes (Cardoso, 2003).

3.2.1 —Veneno

O veneno das cobras-corais apresenta toxicidade elevada, compostos por uma grande variedade
de proteinas, peptideos e outras moléculas organicas e inorganicas com diversas atividades
bioldgicas. Tais moléculas atuam em conjunto para promover a imobilizacdo, a morte e a
digestdo de presas, ou como mecanismo de defesa contra predadores. A variabilidade na
composicdo dos venenos de serpentes é resultado de multiplos fatores, tais como dieta, idade,
Sexo e regido onde se encontra a serpente (Ciscotto et al., 2011).

A gravidade de um acidente por cobra-coral esta relacionada com o volume de veneno injetado
no momento da mordida, a espécie animal e a idade da vitima. Devido a denticdo dessas
serpentes, hd certa dificuldade na inoculacdo do veneno (Cardoso et al., 2003). Segundo
Peterson (2006), 60% das mordidas de cobras-corais ndo causam envenenamento grave,
possivelmente devido ao aparelho de inoculagéo de veneno, que € relativamente primitivo.

As peconhas elapidicas apresentam grande quantidade de componentes tdxicos e sao
caracterizadas por causarem paralisia flacida, podendo levar a 6ébito por parada respiratoria
(Bolafios, 1984) e exercem pequena atividade proteolitica (Vital Brazil, 1984). Possuem acao
neurotoxica, em todas espécies, sendo a acdo miotdxica, hemorragica e cardiotdxica,
evidenciadas em algumas espécies de coral de forma experimental (Weis e Mclsaac, 1971;
Gutiérrez, 1983; Cecchini et al., 2005; Moreira et al., 2010; Roodt et al., 2012; Arce-Bejarano,
2014).

As mais importantes e abundantes toxinas elapidicas se classificam principalmente como
toxinas de estrutura conhecida como three finger toxin (3FTx) e as fosfolipases A, (PLA,). A
proporcéo dessas duas proteinas varia muito entre as espécies e acredita-se que, a concentracao
majoritaria, de uma ou outra, pode estar diretamente relacionada com a histéria evolutiva dos
elapidios nas Américas (Lomonte et al., 2016). A Figura 2 mostra a distribuicao das espécies de
Micrurus nas Américas de acordo com a composigao do veneno.
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Figura 2. Distribuicdo das espécies de Micrurus de acordo com a predominancia de PLA,
(roxo) ou 3FTx (laranja) na composicao do veneno, determinada por analise protedmica.

Extraido de Lomonte et al. (2016).

Além das toxinas 3FTx e PLA,, sdo descritas outras fragbes como, serinoproteases (SP),
metaloproteases (MP), lectinas tipo C (CTL), aminoacido oxidase (LAO), inibidor de
serinoprotease do tipo Kunitz (Kun), proteina secretora rica em cisteina (Crisp), lipase A de
acido lisossomal (Lip), nucleotidase (Nuc), acetilcolinesterase, fosfodiesterases (PDE),
hialuronidase (Hya), fator de crescimento nervoso (NGF), fosfolipase B (PLB), glutationa
peroxidase (GPx), glicoproteina de membrana neuronal (NMG), conotoxinas (Con), proteinas
inibidoras de canais de cloro (SSC) e sodio (SAN) (Olamendi-Portugal et al., 2008; Moreira et
al., 2010; Corréa-Netto et al., 2011; Fernandez et al., 2011; Rey-Suérez et al., 2011; Ciscotto et
al., 2011; Vergara et al., 2014; Bérnard-Valle et al., 2014; Lomonte et al., 2016; Sanz et al.,
2016). Essas proteinas representam apenas de 0,1 a 1% do proteoma total do veneno, e até 10%
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no caso da proteina Kun. Algumas dessas proteinas podem ser contaminantes celulares sem
funcdo tdxica, por isso mais estudos acerca do veneno das cobras-corais sdo extremamente
relevantes (Lomonte et al., 2016).

A acdo conjunta das 3FTx e PLA; e todas as proteinas descritas anteriormente, tornam o veneno
elapidico altamente tdxico e letal. A proporcdo desses componentes é variavel no proteoma dos
venenos das diversas espécies de Micrurus (Francis, 1997; Olamendi-Portugal et al., 2008;
Moreira et al. 2010; Lomonte et al., 2016).

As toxinas de estrutura conhecida como 3FTX, sdo as principais responsaveis pela acdo letal do
veneno. Possuem baixa massa molecular e podem atuar em receptores na fenda sinaptica, sendo
rapidamente absorvidas para a circulacdo e difundidas para os tecidos, 0 que explica a
precocidade dos sintomas neurolégicos no envenenamento (Vital Brazil, 1987; Ledo, 2009).
Podem despolarizar membranas excitaveis de cardiomiécitos, desregular a atividade de enzimas
e receptores ligados a membrana celular, induzir hemolise e citotoxicidade, inibir a agregacao
plaquetaria e provocar parada cardiaca. Essas toxinas 3FTx, interagem eletrostaticamente com
lipidios anidbnicos na membrana afetando a estrutura e organizacdo da bicamada fosfolipidica
através de sua desidratacdo, podendo gerar poros, 0 que aumenta a permeabilidade da
membrana plasmatica com consequente lise das células (Gasanov et al., 2015).

As PLA, atuam diretamente causando mudangas na permeabilidade das membranas celulares
por clivagem dos lipidios estruturais, liberando lisofosfolipideos como produto. Essas toxinas
sdo responsaveis pela neurotoxicidade, miotoxicidade e atividade edematogénica (Castro et al.,
2015). Em algumas espécies de Micrurus, agem sobre a coagulacdo do sangue, desempenhando
um papel importante em mudancas homeostéaticas (Cecchini et al., 2005). A acdo da PLA; é
dependente de Ca®* mesmo que em concentracdo micromolar (Cecchini et al., 2005).

3.3 — Micrurus surinamensis

A serpente M. surinamensis é encontrada na América do sul na regido Amazodnica,
principalmente na Guiana, Venezuela, Coldmbia, leste do Equador, Peru, Bolivia e Brasil. No
Brasil, ela pode ser encontrada nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Goias, Roraima,
Ronddnia, Par4, Maranhdo, Tocantins e Mato Grosso (Cardoso, 2003; Morais et al., 2011),
como mostra a Figura 3.

Figura 3 (a e b). Regides da América do Sul (a) e, em detalhe, do Brasil (b) onde sdo
encontradas as serpentes da espécie M. surinamensis.

Sa .

Fonte: (a) http://www.reptile-stamps.de/html/micrurus e (b) adaptado de Cardoso et al., 2003.
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Sua coloracdo € vermelha, branca e negra e a identificacdo da espécie pode ser feita observando
0 padrdo de cores na cabeca, onde as escamas sdo vermelhas e demarcadas pela cor negra.
(Cardoso, 2003), como mostra a Figura 4.

Figura 4. Serpente M. surinamensis, com detalhe da cabeca de cor vermelha e escamas de
contornos negros.

Fonte: http://www.fieldherpforum.com.

Difere das demais serpentes do género Micrurus por possuir habito semi-aquatico e se alimentar
basicamente de peixes. 1sso confere a essas serpentes uma maior diferenciacdo em composicao
de veneno, mais direcionado para o tipo de presa e influenciado pela localizacdo geografica
(Olamendi-Portugal et al, 2008; Morais et al, 2011).

O veneno das serpentes da espécie M. surinamensis foi fracionado por Olamendi-Portugal et al.
(2008) e identificado seus componentes. Aproximadamente 100 moléculas diferentes foram
identificadas, sendo que 62 delas possuem massas moleculares entre 6 e 8 kDa, caracterizadas
como toxinas 3FTx (citotoxinas e neurotoxinas), que representam a maior parte do veneno
(diferentemente das demais espécies de Micrurus). Seis novas 3FTx abreviadas como Msl,
Ms2, Ms3, Ms4, Ms5 e Ms11 (onde Ms representa 0 nome cientifico, M. surinamensis, seguido
pela ordem em que eles foram isolados e identificados quimicamente), foram totalmente
sequenciadas. A abundancia relativa dessas principais proteinas foi: 3,4% (Msl), 20,0% (Ms2 e
Ms3), 10,0% (Msd), 25% (Ms5), e 20,6% (Msll). Essas toxinas 3FTx sdo peptideos
desprovidos de atividade enzimatica que possuem acdo neurotdxica evidenciada em
camundongos e principalmente em peixes (base da alimentacdo dessa espécie), com acdo pos-
sinaptica blogueando os receptores de Ach de forma reversivel. Outras proteinas também foram
identificadas, em menor propor¢do, sdo elas: PLA;, MP, LAO, Kun, Con, SSC e SAN
(Olamendi-Portugal et al., 2008; Lomonte et al., 2016).

Nos estudos de Schezaro-Ramos et al. (2016), foram comparadas neurotoxicidade,
citotoxicidade e atividade de PLA, dos venenos de M. surinamensis, M. frontalis, M.
brasiliensis e M. spixii. Apenas o veneno da M. surinamensis ndao apresentou atividade PLA,,
mas mostrou alta capacidade neurotOxica e citotOxica, testadas em preparagdes com nervo
frénico do diafragma de camundongo e células de neuroblastoma SH-SY5Y, respectivamente.

Em diferentes graus, a toxicidade dos venenos das cobras-corais, pode mostrar uma acao
miotoxica, hemolitica, hemorragica e cardiotoxica. Essas a¢des podem estar presentes devido a
acdo das PLA, que aparecem em maior propor¢do na composi¢do total do veneno da maioria
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dos elapideos (Gutiérrez, 1983; Francis, 1997; Aird e da Silva, 1991) e devido as 3FTx
(Gasanov et al., 2015). Diferentemente das demais espécies, a M. surinamensis possui em
menor propor¢do de veneno, a fracdo PLA,, com predominio da fragdo de 3FTx, como ja citado
anteriormente (Olamendi-Portugal et al., 2008).

3.4- Sistema nervoso e a¢do neurotoxica do veneno das cobras-corais

O sistema nervoso esta dividido em sistema nervoso central (SNC), com suas subdivisdes,
encéfalo e medula espinhal; e sistema nervoso periférico (SNP), composto por nervos, ganglios
e terminagdes nervosas (Marcondes, 2008) conforme demonstrado na Figura 5.

Figura 5: Divisdo do SNC. 1- prosencéfalo; 2 — cerebelo; 3 — tronco encefélico; 4 — medula
espinhal; 5 - intumescéncia braquial; 6 - intumescéncia lombosacral. As intumescéncias formam
0s nervos espinhais que fazem parte do SNP.

o2

Adaptado de Marcondes (2008); Martins et al., (2013) e https://pt.fotolia.com/tag/porquinho-da-india.

O encéfalo ¢ a regido do SNC composto pelo cérebro, tronco cerebral e cerebelo. As anomalias
neuroldgicas no encéfalo podem ser localizadas com base nos achados clinicos nas regides do
prosencéfalo (cérebro e diencéfalo), ponte, medula e cerebelo (Taylor, 2010).

A porcdo mais desenvolvida e mais importante do encéfalo é o prosencéfalo, composto pela
substancia branca cerebral, cértex cerebral (substancia cinzenta), nicleo basal e diencéfalo. A
substancia branca consiste de feixes de fibras mielinizadas e tecido de suporte que transmite
informac6es sensoriais ascendentes e motoras descendentes, participam na manutencdo do ténus
muscular e na iniciagdo e controle de atividades voluntarias. A substancia cinzenta ou cortex
cerebral participa do comportamento, visdo, audi¢do, atividade motora fina, dor, percepgédo
consciente do tato, temperatura e posicionamento do corpo. O sistema limbico também esta
localizado no coértex cerebral e é responsavel pelo comportamento inato de sobrevivéncia, tais
como protecdo, comportamento maternal e sexual. Os nlcleos de base atuam no ténus muscular
e funcdo motora, estdo localizados na substancia cinzenta (Marcondes, 2008; Taylor, 2010;
Martins et al., 2013).

O diencéfalo ¢ a regido integradora sensorial que encaminha informagdes do tronco encefalico
para regides especificas do cérebro e esta subdividido em epitdlamo, tadlamo, subtalamo,
metatadlamo e hipotalamo. Atua na manutencdo da consciéncia e atencdo, em funcdes autbnomas
e endocrinas, como sede, apetite, manutencdo da temperatura, balanco eletrolitico e hidrico.
Também no diencéfalo estdo localizados nucleos de neurdnios motores superiores (NMS) e
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realiza conexdes com o sistema ativador reticular ascendente (SARA), responsavel pelo nivel de
consciéncia e estado de alerta (Marcondes, 2008; Martins et al., 2013).

O tronco encefélico possui os nucleos de 10 nervos cranianos (nervos cranianos de Il a XIlI),
nicleos de NMS e o SARA, nele passam vias sensitivas responsaveis pela propriocepcao
consciente e inconsciente, dor e respiracdo normal. Possui vias descendentes motoras para
musculos flexores e extensores, conectando a medula e cdrtex cerebral (vias sensoriais
ascendentes e motoras descendentes) (Marcondes et al., 2008; Taylor et al., 2010; Martins et
al., 2013).

O cerebelo é o principal centro de coordenacdo do sistema nervoso, controla a frequéncia e a
forca dos movimentos. Atua na coordenacdo, regulacdo de movimentos finos e modula o ténus
muscular, além do equilibrio, através da interagdo direta com ndcleos vestibulares do tronco
encefalico pelos pedinculos cerebelares (Taylor, 2010; Thomson e Hahn, 2012).

A medula espinhal é uma massa cilindroide de tecido nervoso situado dentro da coluna vertebral
ossea. Possui uma porgdo central de substancia cinzenta em formato de “H” circundada por
substancia branca. A substancia cinzenta possui corpos de neurdnios aferentes, no corno dorsal
da substancia cinzenta; de interneurdnios, no corno lateral; e de neurdnios motores inferiores
(NMI) no corno ventral. A substancia branca estd organizada em colunas de tratos sensoriais
ascendentes (propriocepcdo, tato, temperatura, pressdo e dor) e tratos que transmitem sinais
motores descendentes. Funcionalmente se divide em segmentos: cervicais, toracicos, lombares e
sacrais. Duas intumescéncias, a intumescéncia braquial e intumescéncia lombosacral, se
caracterizam pelo maior didmetro na medula espinhal, de onde saem ndcleos dos neurdnios
motores que inervam a musculatura dos membros (Taylor, 2010; Thomson e Hahn, 2012).

O SNP ¢é composto pelos 12 pares de nervos cranianos e pelos pares de nervos espinhais que
contém axonios sensoriais e motores. As fibras nervosas dos nervos espinhais estdo localizadas
nas intumescéncias braquial e lombosacral e formam os nervos periféricos (Taylor, 2010).

As juncdes neuromusculares fazem parte do SNP e permitem gue a transmissao elétrica seja
transmitida dos axonios para as fibras musculares, para que ocorra a contragdo muscular. Para a
contracdo, é necessaria a ocorréncia de um estimulo nervoso no neurdnio pré-sinaptico,
consequente influxo de calcio que determinara a liberacdo de acetilcolina (Ach), um
neurotransmissor excitatorio. A Ach se liga a receptores colinérgicos pés-sinapticos resultando
na abertura de canais de sodio e potassio promovendo a despolarizacao e contracdo muscular. A
Ach é removida pela acetilcolinesterase que promove sua hidrdlise e permite a reabsorcdo, para
novamente formar o neurotransmissor (Taylor, 2010).

O sistema nervoso autdbnomo (SNA) se refere ao sistema nervoso simpatico e parassimpatico,
principalmente, e também ao sistema nervoso entérico. Ele integra o sistema motor, tendo como
6rgdos efetores a musculatura lisa (vasos sanguineos), o musculo cardiaco e as glandulas
exocrinas. A diferenca entre 0 SNA e o0 SNC ¢é caracterizada pelo niamero de neurénios atuantes,
da geragdo do impulso, até alcangar o 6rgdo alvo. O SNC possui 0 nicleo neuronal, e 0 axénio
desse mesmo neurdnio, se estende até a musculatura esquelética onde realiza a sinapse,
enguanto que no SNA dois neurdnios participam da transmissdo do impulso ao 6rgdo alvo, um
deles é o neurbnio pré-ganglionar que possui corpo celular no SNC e que inerva o segundo
neurdnio, o pds-ganglionar, que possui o corpo celular localizado em estruturas periféricas
chamadas de ganglios (Klein e Cunningham, 2009) (Figura 6).
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Figura 6: Representacdo da transmissao impulso pelo sistema nervoso autdnomo.
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Fonte: (Klein e Cunningham, 2009)

O sistema nervoso simpatico € um sistema téraco-lombar e o parassimpatico é cranio-caudal,
considerando a origem anatdmica dos neurdnios pré-ganglionares e a transmissdo sinaptica para
o0s orgdos alvo. O simpatico possui axbnios pré-ganglionares na medula espinhal (regido ventral
da medula) que fazem sinapses com neurdnios pés-ganglionares muito préximos a coluna. Esses
neurdnios inervam 0s vasos sanguineos, o coracdo, glandulas, sistema gastrintestinal, as vias
aereas, etc (Klein e Cunningham, 2009).

O sistema nervoso parassimpatico é um sistema cranio-sacral, pois 0 nicleo dos neurdnios pré-
ganglionares sai do SNC, regido do tronco encefalico, através dos nervos cranianos Il
(oculomotor), VII (facial), IX (glossofaringeo), X (vago) e varios nervos espinhais sacrais. A
sinapse ocorre com 0s neurdnios pos-ganglionares localizados na regido sacral e sdo
transmitidos aos orgdos alvos. A maioria das visceras recebe tanto inervacdo simpética quanto
parassimpéatica. O parassimpatico apesar de ser considerado cranio-sacral, pode inervar as
regides toracica e lombar atraves do nervo vago (X) (Klein e Cunningham, 2009).

A transmissdo sinaptica é realizada pela acetilcolina (como ocorre no SNC) em todos 0s
ganglios do SNA e é o neurotransmissor na sinapse pds-ganglionar parassimpatica, atuando em
receptores colinérgicos (muscarinicos ou nicotinicos). A maioria dos neurbnios poés-
ganglionares simpéticos secretam a noradrenalina como neurotransmissor, que atua em
receptores adrenérgicos (receptores a ou B) (Klein ¢ Cunningham, 2009). O veneno de M.
surinamensis atua apenas em receptores colinérgicos nicotinicos (Olamendi-Portugal et al.,
2008).

No envenenamento elapidico, os principais sinais clinicos sdo neurol6gicos devido a
composic¢do do veneno predominante em 3FTx (citotoxinas e neurotoxinas) e alguns tipos de
PLA; (que podem atuar também como neurotoxinas). As toxinas com a¢do neurotoxicas podem
atuar de forma pré ou pés-sinapticas (Vital Brazil, 1987; Ledo et al., 2009).

As toxinas 3FTx pré-sindpticas estdo presentes em quase todos os venenos elapidicos. Possuem
massa molecular de 12 a 60 KDa, atividade fosfolipésica, blogueiam a liberacéo de acetilcolina
(Ach) na fenda sinaptica de nervos motores, impedindo a deflagragdo do potencial de agéo e
contragdo muscular. Esse mecanismo ndo é antagonizado pelas substancias anticolinesterasicas
(Vital Brazil, 1987; Ledo, 2009). A acdo pos sinaptica e descrita nas especies M. corallinus e M.
nigrocinctus pela agdo de toxinas 3FTx e descrita em M. dumerelli carinicauda por acdo de um
tipo de PLA, com essa atividade (Vital Brazil, 1980, 1987; Bolafios et al., 1984).
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As toxinas 3FTx pos-sindpticas possuem massa molecular entre 6 e 14 kDa e sdo desprovidas de
acdo enzimatica, sdo representadas principalmente pelas a-neurotoxinas. Elas competem com a
acetilcolina (Ach) pelos receptores colinérgicos da juncdo neuromuscular, atuando de modo
semelhante ao curare. Assim, é bloqueada a deflagragdo do potencial de acdo (Vital Brazil,
1987). O veneno da espécie M. surinamensis possui apenas neurotoxinas pos-sinapticas, toxinas
3FTx que atuam nos receptores colinérgicos nicotinicos de acetilcolina de forma reversivel
(Olamendi-Portugal et al., 2008) e o veneno de M. frontalis, que também possui essa atividade
(Moreira et al., 2010) (Figura 7).

Figura 7: Fenda sinaptica onde ocorre a transmissdo do impulso nervoso para a contracdo
muscular. O potencial de acdo (1); influxo de célcio (2); adesdo das vesiculas sinpticas na
membrana no axénio e liberacdo de acetilcolina (Ach) na fenda sinaptica (3); receptores de Ach
bloqueados na membrana pds-sinaptica (4).
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Adaptado de: www.medicinanet.com.br e http://slideplayer.com.br/slide/1747410/.

Os receptores colinérgicos nicotinicos sdo receptores ionotropicos que, quando ativados se
tornam permeéaveis aos fons Na® e K e sdo conhecidos pela transmissdo excitatoria rapida,
comparada a transmissdo sindptica induzida por receptores muscarinicos. S&o receptores
amplamente distribuidos em varios tecidos, incluindo o cérebro e o tecido muscular, sendo que
no SNC, estdo presentes no cortex, no talamo, no hipocampo e no cerebelo. Alguns tipos de
receptores nicotinicos regulam parcialmente a liberacdo de dopamina e de glutamato; e outros
controlam a liberacdo de &cido gama-aminobutirico (GABA) e a resposta de neurdnios
dopaminérgicos no mesencéfalo (Ventura et al., 2009).
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O veneno de M. lemniscatus possui PLA, de agdo neurotoxica com capacidade de alterar o
comportamento e levar a degeneragdo neuronal, provavelmente pela acdo dessa proteina nas
membranas neuronais e aumento da liberacdo de neurotransmissores (Oliveira et al., 2008).

Além dos efeitos toxicos citados acima, o uso terapéutico do veneno de cobra-coral vem sendo
estudado. Os efeitos antinociceptivos do veneno de M. lemniscatus foram estudados por Santos
et al. (2012) em camundongos. Essa atividade foi testada apds administracdo oral do veneno de
M. lemniscatus em doses sem toxicidade aparente que ndo causaram alteragdes no desempenho
motor, mostrando efeitos antinociceptivos potentes, mediado pelo sistema opidide,
principalmente causado pelo receptor p-opidide. No entanto, em estudos com veneno de M.
tener, evidenciou-se que 0 mesmo pode causar dor, devido a associacdo das proteinas Kun e
PLA; e a atuacdo das mesmas em receptores neuronais responsaveis pela dor (Bohlen et al.,
2011).

3.5- Musculatura esquelética e acdo miotdxica do veneno das cobras-corais

O musculo possui fungbes como a manutencdo da postura, locomocdo, participa na funcédo
respiratdria, metabolismo de glicose e controle da temperatura corporal. As células estriadas
esqueléticas sdo cilindricas e multinucleadas, sendo chamadas como fibras musculares ou
miofibras que se agrupam em feixes. A coloragdo vermelho ou réseo do muasculo é devida a
presenca de pigmentos de mioglobina (proteinas que transportam oxigénio) e também
contribuem para avaliacédo clinica de degenerac6es musculares (Barros, 2016).

A membrana plasmética da fibra muscular é chamada de sarcolema que estd circundado pela
lamina basal, cerca de 80% dele é ocupado por miofibrilas arranjadas ao longo das miofibras.
As miofibras sdo estruturas formadas por feixes de miofilamentos, delimitadas pelo acimulo de
mitocOndrias, sendo esses filamentos a actina (filamentos delgados) e a miosina (filamentos
espessos). Os filamentos de actina (que estdo ancorados no lado da linha Z) e de miosina
(centrais) estdo intercalados entre si, essa disposicdo dos miofilamentos nas miofibrilas confere
0 padrdo estriado visualizado a microscopia. Na estrutura das miofibrilas, o sarcomero esta
compreendido entre duas linhas Z, a banda A (anisotropica) é a regido mais escura e a banda H
é a mais clara (Taylor, 2010; Barros, 2016) (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura morfoldgica da fibra muscular esquelética.

Musculo

. _Sarcomero i
L — /

-

‘ Fibras musculares

Nucleo

Miofibrila L

l Actina Miosina
z Filamentos delgados  Filamentos espessos z

Fonte: https://grupomedveterinaria.wordpress.com/2012/06/21/tecido-muscular/.

Na contragdo muscular, os miofilamentos ndo diminuem de tamanho, mas os sarcomeros ficam
mais curtos e toda a célula muscular se contrai. O encurtamento dos sarcOmeros ocorre em
funcdo do deslizamento dos miofilamentos delgados sobre os espessos, havendo maior
sobreposicdo entre eles. A contracdo e descontracdo muscular se devem ao trifosfato de
adenosina (ATP), que move os ions célcio do reticulo endoplasméatico para as miofibras,
promovendo a contracdo, e de volta ao reticulo endoplasmético para o relaxamento (Barros,
2016).

O fosfato de creatina pode ser uma fonte de energia reserva em casos onde tenha diminuicéo de
ATP. Nesses casos, ela é hidrolisada pela cretina quinase (CK) formando creatina e ATP.
Quando ha lesdo de fibras musculares, ocorre um aumento sérico da enzima CK (Valberg,
2008).

O masculo é parte integrante da unidade motora do SNP, que compreende o NMI, jungdo
neuromuscular e fibras musculares inervadas. Na juncdo neuromuscular a atividade elétrica é
transmitida dos axonios para as fibras musculares, processo mediado pelo influxo de célcio que
culmina na liberacdo de Ach na fenda sindptica para estimulacdo muscular (pds-sinaptica),
induzindo a mudanca conformacional, fluxo de ions e contracdo do masculo (Taylor, 2010).

A agdo miotoxica causada pelo veneno das serpentes do género Micrurus é relatada na medicina
humana e de forma experimental, comprovada pelo aumento da enzima creatina quinase (CK).
Nos envenenamentos experimentais por M. surinamensis foi relatado um discreto aumento da
enzima CK e baixa atividade miotoxica em ratos, comparada a outras espécies como M. fulvius
e M. nigrocinctus, gque possuem maior atividade miotédxica e valores elevados de CK (Gutiérrez
et al.,, 1983; Roodt et al., 2012). Todavia, em estudos de Cecchini et al. (2005), ndo foi
observada miotoxicidade no envenenamento por M. surinamensis. Essa discrepancia pode ser
atribuida ao tipo de muasculo em que se fez a inoculagcdo do veneno e a regido de origem da
espécie, mostrando alta variabilidade dos venenos inclusive dentro da mesma espécie (Barros,
1994; Roodt et al., 2012). A miotoxicidade também foi descrita experimentalmente nos
envenenamentos por: M. altirostris, M. spixii, M. hemprichi ortoni, M. corallinus, M.
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albicinctus, M ibiboboca, M. averyi e M. lemniscatus (Gutiérrez et al., 1992; Barros et al.,
1994)

A consequente mionecrose, evidenciada em envenenamentos por M. nigrocinctus, por exemplo,
pode ocorrer por acdo do veneno no sarcolema (principal estrutura celular atingida), levando a
um influxo de Ca*?, elevagdo do Ca’* citosdlico e hipercontracdo dos microfilamentos, causando
danos mitocondriais e ativacdo de fosfolipases dependentes de Ca®* (Arroyo et al., 1987; Mebs,
1986). Além da agdo de citotoxinas que podem alterar a estrutura da membrana celular, também
pode ocorrer despolariza¢ao celular com danos mitocondriais e ruptura de lisossomos (Gasanov
et al, 2015). Estudos de microscopia dptica do tecido muscular de animais envenenados por M.
surinamensis, revelaram que esse veneno mostrou a menor capacidade de provocar mionecrose,
principalmente em curto intervalo de tempo, quando comparado com as espécies M. frontalis,
M. nigrocinctus, M. carinicauda e M. allerri (Gutierrez et al. (1983).

3.6 — Funcionamento cardiaco e acdo cardiotdxica do veneno das cobras-corais

O coracdo € responsavel pela circulacdo adequada de sangue para todos os érgaos e tecidos,
inclusive ele mesmo, levando oxigénio a todas as células do corpo, permitindo a troca de gases,
como o gas carbdnico, o transporte de nutrientes, eletrolitos, além de carrear substancias e
medicamentos por todo organismo (Neto, 2008). Ele esta dividido em quatro camaras cardiacas,
dois atrios e dois ventriculos e o fluxo entre eles é controlado por valvulas atrioventriculares, a
tricuspide (lado direito) e a mitral (lado esquerdo). Os atrios sdo responsaveis por receber o
sangue, seja ele venoso (atrio direito) ou arterial (atrio esquerdo), os ventriculos séo
responsaveis por bombear o sangue para os pulmdes (ventriculo direito) para realizar trocas
gasosas ou para o resto do corpo (ventriculo esquerdo) (Neto, 2008).

A parede cardiaca é formada por trés estruturas: o pericardio, uma camada serosa que reveste o
coracdo; o endocardio, uma camada serosa que reveste o coracdo internamente, inclusive o
interior das camaras, possuindo estrutura homologa a camada intima dos vasos; e o miocéardio,
potente camada de musculo estriado involuntario, responsavel pela contracdo cardiaca e que
possui células especializadas na formacgdo de transmissdo do impulsos, determinando o ritmo e a
autonomia cardiaca (Neto, 2008, Ocarino et al., 2016).

A excitacdo e conducdo dos impulsos elétricos de forma sincronizada sdo realizadas por um
sistema especializado, que permite a contracdo coordenada do musculo cardiaco e o
bombeamento adequado de sangue para o organismo. Esse sistema é autdbnomo e especializado
e é composto pelos nodos sinoatrial (SA) e atrioventricular (AV), feixes de His e fibras
miocardicas diferenciadas para a conducdo do impulso, denominadas fibras de Purkinje (Tilley
e Burtnick, 2004; Camacho e Mucha, 2008, Ocarino, et al., 2016) (Figura 9).
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Figura 9: Esquema do sistema de condugdo cardiaco. SA — nodo sinoatrial; VD — ventriculo
direito; AV — nodo atrioventricular; AE — atrio esquerdo.
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Fonte: Ware, 2010.

O marca-passo do coracdo é o0 nodo SA, localizado na parede superior do atrio direito, onde se
origina o impulso elétrico cardiaco que se propaga pelo atrio direito e transmitido ao atrio
esquerdo. Em seguida ha a transmissao do impulso aos ventriculos, pela excitacdo do nodo AV,
que ocorre com certo retardo para permitir despolarizacdo atrial e a do proprio ventriculo. A
transmissdo nos ventriculos passa pelo feixe de His, se propaga até chegar aos ramos
subendocardicos, as fibras de Purkinje e assim despolarizar os ventriculos (Tilley e Burtnick,
2004; Camacho e Mucha, 2008).

Na fibra muscular cardiaca, o potencial de acdo € provocado pela abertura de dois tipos de
canais idnicos: os canais rapidos de sédio e os canais lentos de calcio. Este segundo tipo de
canal permanece aberto por mais tempo, permitindo que fluam para o interior das fibras
musculares cardiacas grandes quantidades de ions célcio e sodio, 0 que permite a manutencao
do longo periodo de despolarizacdo, fator determinante do platé, verificado no potencial de a¢do
de uma fibra muscular cardiaca. Além disso, logo ap6s o come¢o do potencial de acdo a
permeabilidade da membrana a ions de potassio, diminui cinco vezes a sua capacidade,
possivelmente pelo grande influxo de célcio, o que permite que a célula ndo volte ao estado de
repouso (Guyton, 2002).

O ciclo cardiaco sdo os acontecimentos entre um batimento cardiaco a outro e consiste de um
periodo de relaxamento, onde o coracdo se enche de sangue, periodo este denominado de
diastole, seguido de um periodo de contracdo, denominado sistole (Guyton, 2002).

O equilibrio do ritmo cardiaco e respiratorio € controlado pelo SNA simpatico e parassimpatico.
No coragdo os dois sistemas atuam no nodo SA e AV, nos ventriculos e atrios. O parassimpatico
promove a diminui¢do da frequéncia cardiaca através do nodo SA, diminui¢do da contracdo
atrial e diminuicdo da contracdo ventricular com bloqueio do nodo AV. O simpatico atua de
forma contréria, promovendo o aumento da frequéncia cardiaca (através do nodo SA), aumento
da contragdo e transmissdo de condugdo no atrio e no ventriculo e aumento da velocidade de
transmissao pelo nodo AV (Klein e Cunningham, 2009).

A avaliagdo da fungdo cardiaca pode ser realizada, dentre outros exames, pelo
eletrocardiograma (ECC), que avalia a funcdo elétrica do coracdo e é importantissimo na
deteccdo de alteragdes no ritmo cardiaco (arritmias) (Camacho e Mucha, 2008; Ware, 2010).
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O ECC representa de forma grafica a polarizagdo e a despolarizagdo cardiaca através das ondas
P, Q, R, S e T, como representado na figura 10. Fornece informagdes sobre a frequéncia
cardiaca, ritmo, conducgdo intracardiaca, deteccdo de arritmias, sugere aumento de camaras
especificas, isquemia, desequilibrio eletrolitico e algumas intoxicagcdes ou envenenamentos. A
onda P é causada pela despolarizagao dos atrios, o intervalo P-R (entre as ondas P e R) indica o
tempo de transmissdo gasto pelo estimulo elétrico do nodo SA para o nodo AV. As ondas QRS
correspondem a despolarizacdo ou contragdo ventricular, onde Q indica a despolarizacdo do
septo interventricular, a onda R, indicando a primeira deflexdo positiva, marcada pela
despolarizacdo do miocardio, endocardio e pericardio e a onda S que representa a
despolarizacdo das porcoes basais dos ventriculos. O intervalo S-T, serve para avaliar o infra ou
supra desnivel do segmento. Por fim, a onda T representa a repolarizacdo ou relaxamento
ventricular, e o intervalo Q-T, indica o tempo utilizado pelo impulso elétrico na despolarizagao
e repolarizagdo dos ventriculos (Guyton, 2002; Tilley e Burtnick, 2004; Camacho e Mucha,
2008).

Figura 10: llustracdo eletrocardiografica representando os principais parametros de analise e 0s
valores que correspondem a cada medida da grade do tracado. Derivacdo Il e velocidade de 50
mm/s. Os intervalos de tempo (segundos) sdo medidos da esquerda para a direita e as
amplitudes (milivolts) s&o medidas como positiva ou negativas, a partir da linha base.
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Fonte: Ware, 2010.

A avaliacdo clinica e laboratorial do funcionamento cardiaco é realizada com frequéncia na
pratica. Mas em casos de envenenamento ofidico pouco se sabe a respeito das possiveis
alteracOes que possam ocorrer.
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As citotoxinas (3FTx) do veneno da Naja naja tem capacidade de despolarizar membranas
excitaveis de cardiomiocitos, desregular a atividade de enzimas e receptores ligados a
membrana celular, induzir hemolise e citotoxicidade, inibir a agregacdo plaquetaria e provocar
parada cardiaca. As citotoxinas interagem eletrostaticamente com lipidios aniénicos na
membrana afetando a estrutura e organizacdo da bicamada fosfolipidica por desidratagdo da
bicamada lipidica, podendo gerar poros, aumentando a permeabilidade membrana plasmatica
levando a lise das células (Gasanov et al, 2015).

A acdo cardiotoxica foi estudada em gatos anestesiados e inoculados com veneno de M. fulvius,
uma espécie norte-americana que apresenta uma maior propor¢cdo de fosfolipases em seu
proteoma. A agdo do veneno ocorreu de forma irreversivel e mostrou efeito despolarizante
direto no musculo esquelético e efeito cardiotdxico direto, diminuindo a contratilidade e
diminuicdo do potencial de agdo (Weis e Mclsaac, 1971).

3.7 - Efeitos clinicos

O envenenamento elapidico é de alta toxicidade, e as manifestagdes clinicas sdo consideradas
graves, levando a sintomatologia, principalmente, sistémica. A manifestacdo local ¢é
caracterizada, em alguns casos, por dor de intensidade variavel no local da mordida. A sistémica
¢ caracterizada pela atividade neurotoxica pré e/ou poés-sinaptica do veneno na juncao
neuromuscular, impedindo a liberacdo ou acdo da acetilcolina (Ach) (Silva Jr e Bucaretchi,
2009).

A insuficiéncia respiratdria aguda € a principal causa de ébito no acidente elapidico, decorrente
do bloqueio da juncdo neuromuscular pelas toxinas 3FTx, ocasionando paralisia da musculatura
respiratoria. Outras manifestacGes sdo relatadas, tais como: ptose palpebral, com ou sem
limitacdo dos movimentos oculares; dificuldade para degluticdo e mastigacdo; perda da forca
muscular ou até paralisia total dos membros, dispneia restritiva ou obstrutiva que pode evoluir
para paralisia diafragmatica, como também, vémito e sonoléncia (Silva e Bucaretchi 2003;
Amaral, 2009).

Em gatos, ap6s envenenamento pela M. fulvius, foram descritos sinais de quadriplegia flacida
ascendente, depressdo do SNC, hipotermia, hipotensao, anisocoria e nocicep¢do reduzida. E em
caes, sdo observados, além de grande depressdo do SNC, sinais como: vomito, sialorréia,
paralisia respiratoria, hipotensdo e taquicardia ventricular. No protocolo de atendimento, o
paciente deve ser submetido ao hemograma, coagulograma, avaliacdo da concentracdo dos
eletrolitos e bioquimica sérica (Peterson, 2006).

3.8 —Alteracdes sanguineas

3.8.1- Hemostasia e acdo hemolitica e hemorragica do veneno das cobras-corais

A hemostasia € um mecanismo fisioldgico de protegdo vital que previne a perda de sangue
através da vedacdo de locais de lesdo, mantendo a integridade do sistema vascular. A
hemostasia consiste numa interagdo bem controlada e equilibrada entre um grande nimero de
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proteinas participantes para que o sangue ndo coagule dentro dos vasos. As células endoteliais
que revestem a vasculatura, as células externas e as plaquetas desempenham papéis importantes.
As proteinas hemostaticas incluem precursores inativos (zimégenos) que sdo convertidos em
enzimas ativas, proteinas reguladoras (cofatores) que aumentam a funcionalidade de suas
correspondentes coenzimas e inibidores que interferem com a fungéo da proteina através de uma
variedade de mecanismos (Smith, 2010).

O inicio da coagulacdo em resposta a uma lesdo depende da exposicdo de componentes
extravasculares que nao estdo presentes na corrente sanguinea em condigdes fisiologicas. A
exposicao destes participantes extravasculares inicia uma cascata explosiva de ativacao celular,
alteracdes nas propriedades da superficie celular e geragdo de enzimas ativas que produzem um
coagulo estavel. Imediatamente, mecanismos locais produzem vasoconstricao, de forma inicial
até adesdo das plaquetas, alteracdo da permeabilidade vascular com producdo de edema,
promovendo um efeito tampao transitério (Paes et al., 2009; Smith, 2010).

A hemostasia est4 dividida tradicionalmente em trés caminhos, a via extrinseca, intrinseca e
comum (Figura 11). Nesse processo ocorre a coagulacdo, caracterizada pela conversao das pro-
enzimas (zimogenos) em enzimas (proteases). Nesse processo o fibrinogénio (proteina soltvel
do plasma) é convertido em fibrina (polimero insolGvel), por acdo da enzima trombina. A
fibrina forma uma rede de fibras elasticas que ira consolidar a formagdo do tampédo plaquetario e
o transforma em tampao hemostatico (Smith, 2010; Baker, 2012).

Figura 11: Modelo classico da cascata de coagulacao.
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Fonte: http://bioquimicaufjfgv2013.blogspot.com.br/2014/05/modelos-da-coagulacao-sanguinea.html
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A via extrinseca € assim chamada por ser ativada quando por fatores extravasculares
(tissulares), gerando a substancia ativadora da protrombina. Ocorre quando a ativagdo do fator
VII, pelo fator tecidual, produz a ativacdo do fator X. A via intrinseca inicia-se pelo contato do
sangue com uma superficie diferente do endotélio normal e das células sanguineas (Bozzini,
2004), onde a sequéncia de reacdes enzimaticas produz o coagulo. A via comum se inicia com
ativacdo do fator X, pela combinacdo de varias substancias, fator Ill, célcio, fator VII e
fosfolipidios teciduais na via extrinseca e, da mesma forma, o FP3, fator 1X e o fator VII na via
intrinseca (Banks, 1991). Ao final da cascata a trombina converte o fibrinogénio (proteina
soltvel do plasma) em fibrina (polimero insollvel), que forma uma rede de fibras elasticas que
ird consolidar a formacao do tampdo plaquetario e o transforma em tampao hemostatico (Smith,
2010; Baker, 2012).

A deficiéncia dos fatores de coagulacdo pode ocorrer por falha parcial ou total na produgéo ou
pelo grande consumo de proteinas de coagulacdo. Podem ocorrer em casos congénitos ou
adquiridos por deficiéncia de vitamina K, envenenamentos ofidicos, intoxicagdes, por exemplo.
A consequéncia de tais deficiéncias pode levar a perdas sanguineas menores, COmo equimoses e
perdas maiores, como hemorragias intracavitarias (Smith, 2010; Baker, 2012).

O veneno de serpentes dos géneros Bothrops, da familia Viperidae, interfere na hemostasia por
acOes coagulantes, proteoliticas e vasculotoxicas. Essas alteracdes vém sendo amplamente
estudadas pela gravidade clinica dos animais envenenados (Melo e Soto-Blanco, 2014).

Na familia Elapidae, algumas espécies de Micrurus podem alterar a hemostasia, mas ainda séo
poucos 0s relatos a esse respeito, 0 que enfatiza a necessidade de realizar estudos mais
aprofundados sobre possiveis efeitos a nivel cascata de coagulacao.

A acdo hemorragica foi demonstrada experimentalmente, mas nunca relatada em
envenenamentos humanos, de um modo geral (Francis et al., 1997; Arce-Bejarano et al., 2014).
Francis et al (1997), estudando o veneno da M. frontalis, caracterizaram parcialmente e
isolaram, uma fracdo PLA, com capacidade hipotensora/hemorragica em regides viscerais,
subendocardica e pulmonar em ratos. A¢do também presente nos venenos de M. corallinus, M.
lemniscatus e M. brasiliensis (Jorge da Silva e Bucaretchi, 2003). Barros et al. (1994)
investigando a atividade hemorragica dos venenos de trés espécies de Micrurus em
camundongos, relataram que este efeito estd presente, discretamente, na espécie M. averyi e
ausente nas espécies M. surinamensis e M. spixii.

O efeito hemolitico direto ndo foi evidenciado nas principais espécies de Micrurus, mesmo em
aplicacBGes de altas concentracfes do veneno (Roodt et al., 2012). A atividade hemolitica
indireta estd presente nos envenenamentos por serpentes do género, como a M. fulvius, M.
frontalis, M. corallinus, M. lemniscatus, M. altirostris, M. balyocoriphus, M. pyrrhocryptus, M.
nigrocinctus (Jorge e Buraretchi, 2003, Roodt et al., 2012). Segundo Roodt et al. (2012), o
veneno de M. surinamensis apresenta menor atividade hemolitica quando comparada as
espécies, citadas anteriormente. Todavia, Arce-Bejarano et al. (2014) demonstraram que 0
veneno da M. fulvius apresentou, in vivo, alta capacidade de promover hemolise intravascular
em camundongos e in vitro, alta propriedade hemolitica em eritrécitos de cdes, mas sem
qualquer agdo sobre heméacias humanas e de coelhos. A a¢do hemolitica esta correlacionada
diretamente com a quantidade de fosfolipases presente no veneno (Roodt et al., 2012).

Salazar et al (2011) estudando as fracbes do veneno da espécie M. tener tener, demonstraram
presenca da atividade fibrinolitica. Doses baixas (entre 1 e 20 pg) do veneno de M. tener tener,
pré-incubadas com fibrinogénio purificado induziram a formacdo de gel de fibrina instavel,
mostrando atividade tipo trombina. A atividade da plasmina (enzima que degrada
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fisiologicamente a fibrina) avaliada por um micrométodo de lise de fibrina estava
significativamente aumentada na presenga de veneno de M. tener tener, o que confirmou a
presenca de atividade fibrinolitica nesse veneno.

Gerads et al. (1992) descreveram um tipo de metaloprotease presente no veneno da Naja naja
oxiana (serpente que pertence & familia Elapidae) capaz de ativar o fator V da cascata de
coagulacdo, convertendo-o proteolicamente numa molécula de fator Va de duas cadeias,
estrutural e funcionalmente diferente do fator V ativado pela trombina. A atividade do fator V
ativado pelo veneno tem uma atividade de cofator consideravelmente mais baixa do que o fator
V ativado pela trombina. Também foi caracterizada uma PLA, do veneno da espécie N. haje,
identificada como o primeiro inibidor direto da trombina encontrado no veneno da familia
Elapidae e a primeira fosfolipase com essa funcéo (Osipov et al., 2010).

3.8.2. Hematologia

Na hematologia de cdes envenenados por M. fulvius, podem ser observados hemdlise
intravascular, anemia, hemoglobindria e alteragdes morfologicas de glébulos vermelhos. A
hemdlise foi relatada em até 72 horas ap6s envenenamento. Em gatos envenenados pela mesma
espécie de coral, ndo foi observada hemélise e hemoglobindria, mesmo em altas dosagens de
veneno aplicadas intravascular (Peterson, 2006).

A ocorréncia de hiperfibrinogenemia e leucocitose moderada séo alteracfes que também podem
ser encontradas (Peterson, 2006).

Nos acidentes botropicos, laquéticos e crotalicos, exames de coagulacdo devem ser realizados
para confirmacdo diagndstica e avaliacdo da eficicia da soroterapia, mas nos envenenamentos
elapidicos esses ainda ndo sdo exames de rotina, nos casos humanos (Secretaria de Vigilancia e
Salde — Ministério da Saude, 2009).

3.8.3 - Bioguimica sérica

A biogquimica sérica pode demonstrar, principalmente, a elevagéo da enzima CK, devido a lesdo
provocada (Cecchini et al., 2005; Roodt et al., 2012), esse aumento também é relatado na
medicina humana. Mionecrose, mioglobinemia (resultado de rabdomi6lise) e mioglobindria,
podem ocorrer e causar danos renais, mas a nefrotoxicidade do veneno foi evidenciada apenas
experimentalmente (Peterson, 2006; Roodt et al., 2012).

3.8.3.1 - Proteinograma

Eletroforese é uma técnica laboratorial usada para separar os grupos de proteinas do soro. 1sso
possibilita medir e analisar as proteinas individualmente. Na técnica, o soro é colocado em um
tipo especial de papel e exposto a uma corrente elétrica. 1sso faz com que os diferentes tipos de
proteinas se movimentem e se agrupem. As proteinas criam faixas separadas no papel e séo
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analisadas no laboratério, onde sdo avaliadas as concentracfes de albumina e globulinas. Sao
importantes da avaliacdo de inflamacdes de fase aguda e cronica (Oliveira et al., 2015).

N&o ha relatos de alteracdes na concentragdo de proteinas plasmaticas ap6s envenenamento por
Micrurus spp.

3.9 — Tratamento

O tratamento é emergencial e consiste em assegurar as vias aéreas, ventilar o paciente, uma vez
que as alteracbes no padrdo respiratorio ocorrem de forma rapida e progressiva; garantir acesso
venoso e terapia intensiva do paciente (Gfeller e Messonier, 2006).

O soro antielapidico é mais dificil de ser produzido, em comparagdo com 0s soros anticrotalico
e antibotrépico devido a limitacdo de coleta do veneno nas serpentes e a dificuldade de criacdo
das espécies em cativeiro (Cardoso, 2003). Na medicina veterinaria 0 antiveneno ndo esta
disponivel.

Nos casos onde o veneno tenha agdo exclusivamente poés-sindptica € indicado o uso de
anticolinesterasicos (neostigmina ou a piridostigmina), como é feito nos acidentes por M.
surinamensis (Vital Brazil, 1996; Sakate et al., 2008).

Anticolinesterasicos, também conhecidos como inibidores da acetilcolinesterase, sdo agentes
que inibem a acdo da enzima acetilcolinesterase na juncdo neuromuscular. Essa inibigcédo
enzimatica leva a reducdo da degradacdo da Ach e potencializa sua acdo. O anticolinesterasico
neostigmina é um composto amonio quaternario que se liga reversivelmente ao sitio esterasico
da acetilcolinesterase, tornando-a inativa por aproximadamente 30 minutos. A neostigmina é
administrada por via endovenosa e a ac¢do da neostigmina é bem rapida, ideal para os
envenenamentos elapidicos, que sdo graves. E excretada inalterada pelos rins e sua meia-vida é
menos de uma hora (Appiah-Ankam e Hunter, 2004).

Deve-se sempre administrar atropina antes do uso de anticolinesterasicos com o objetivo de
antagonizar os efeitos muscarinicos da acetilcolina, principalmente hipersecrecdo brénquica e
bradicardia (Vital Brazil, 1996; Bucaretchi et al., 2006; Sakate et al., 2008). O uso da
neostigmina deve ser feito com muita cautela, realizando-se sempre um teste prévio para a
verificacdo da resposta positiva do acidentado a este tratamento (Sakate et al., 2008).

O soro antielapidico produzido no Brasil para uso humano ¢é apresentado na forma de ampolas,
contendo 10ml de solucdo injetdvel de um concentrado de imunoglobulinas especificas
purificadas obtidas do plasma de equinos imunizados com uma mistura de venenos de serpentes
da espécie M. corallinus, M. frontalis. Cada 10 ml de antiveneno é capaz de neutralizar 15 mg
de veneno de M. frontalis (Cardoso et al., 2003). Portanto a especificidade do soro pode ndo ser
eficiente para acidentes envolvendo as demais espécies, assim como a M. surinamensis.

Ciscotto et al., (2011) relataram que uma melhor opcdo de veneno para producdo de soro
antielapidico no Brasil seria a partir do veneno de M. frontalis associado ao veneno da M.
ibiboboca. O antiveneno de M. ibiboboca mostrou forte reconhecimento para proteinas de baixa
massa molecular e em conjunto com antiveneno de M. frontalis, mostrou excelente habilidade
de reconhecer proteinas dos venenos de M. spixii, M. frontalis, M. corallinus, M. altirostris e M.
lemniscatus, melhor efeito quando comparado ao antiveneno produzido com veneno de M.
corallinus. O fator limitante, que torna inviavel a producdo desse soro antielapidico, segundo o0s
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autores, se deve a escassez de veneno e pelo fato de a M. ibiboboca ser uma espécie rara de ser
encontrada.

Diante do exposto, o estudo do quadro clinico com especial atencdo para 0s sistemas
neurolégico e cardiaco, além do conhecimento das lesdes causadas pelo veneno de M.
surinamensis, uma serpente que possui veneno bem diferente das demais cobras-corais, podera
auxiliar o clinico no manuseio do paciente envenenado, além de poder direcionar o tratamento,
que é tdo deficiente na medicina veterinaria.
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4 - MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), certificado n® 192/2016.

4.1 —Veneno

O pool de veneno, liofilizado, das serpentes da espécie M. surinamensis, proveniente de
serpentes da Amazoénia peruana foi obtido pelo Instituto Nacional de Salud (INS) de Lima
(Peru) e, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Carlos Chavez Olértegui do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG.

Para a inoculacdo, o veneno liofilizado foi diluido em agua ultra-pura e adicionado um tampao
fosfato salina - Phosphate-bufferid saline (PBS) / Albumina de soro bovino - bovine serum
albumine (BSA) a 0,1% para a aplicacdo da dose referente ao peso do animal. PBS/ BSA foi
utilizado na preparacdo das solugdes, devido a caracteristicas isotbnicas da substancia e pela
auséncia de toxicidade em relagdo as células, mantendo a estabilidade das proteinas do veneno e
ndo interferindo no local de aplicagéo.

A dose de veneno de M. surinamensis utilizada (0,75 pg/g de peso vivo) foi baseada em
trabalhos de Roodt et al. (2012), que relataram uma dose letal 50 (DLsg) para camundongo
variando entre 0,45 a 1,55 pg/g de peso vivo, e também em trabalhos ndo publicados do Prof.
Carlos Chavez Delfin Olortegui do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, o qual relatou uma DLs, de 15 pg para camundongo de 20g.

4.2 - Animais

Foram utilizadas 12 cobaias (Cavia porcellus), machos adultos albinos da linhagem English
short ear, com peso médio de 700 gramas provenientes de um criatério comercial situado no
municipio de Igarapé, MG. Os animais foram alojados no Laboratério de Experimentacdo
Animal do Departamento de Clinica e Cirurgia da Escola de Veterinaria da UFMG, mantidos
em caixas plasticas com dimensdo 120 x 60 x 60 cm, forrados de maravalha, com controle
adequado de luz (7 as 19 horas), temperatura (22 a 24 °C). O periodo de adaptacao foi de dois
dias para ambientacdo e os animais foram alimentados com ragdo comercial e agua ad libitum.

O modelo animal escolhido (cobaias), se deve a caracteristica décil dessa espécie, possibilidade
de maior volume de sangue na coleta, comparada a camundongos ou ratos e a possibilidade de
se fazer o exame clinico e eletrocardiografico com maior facilidade.
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4.3 - Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: grupo veneno (n=6) que recebeu
por via intramuscular (IM) a dose de 0,75 g de veneno de M. surinamensis /g de peso vivo
diluidos em 0,2 ml de PBS/BSA. O grupo controle (n=6) que funcionou como grupo
testemunha, recebeu 0,2 ml de PBS/BSA também via IM.

A aplicacdo de veneno ou PBS/BSA foi feita utilizando seringa de insulina (1ml) e agulha 13 x
4,5 mm (Descarpack) na coxa esquerda, regido do musculo biceps femoral, por via IM, ap6s
tricotomia e assepsia da area para visualizacao de possiveis alteracfes locais.

Os animais foram identificados na orelha com o uso de canetas especiais, e numerados de 1 a 6
(grupo veneno) e de 7 a 12 (grupo controle).

4.4 - Exame fisico

Os exames, fisico geral e especificamente neurolégico, foram realizados antes (Tempo 0 — TO) e
ap6s a inoculacdo do veneno de M. surinamensis aos 30 minutos (Tempo 1 - T1), uma hora
(Tempo 2 - T2) e no periodo entre uma hora e meia a duas horas (Tempo Final — TF) da
aplicacdo do veneno.

O tempo limite de duas horas foi definido para que se pudesse realizar o exame fisico e 0s
demais exames sem a ocorréncia de morte dos animais. O tempo de sobrevida de camundongos,
em estudos de DLsy do veneno de M. surinamensis, é de até trés horas (Gutiérrez et al., 1983,
Roodt et al., 2012).

Os parametros avaliados foram comportamento, coloracdo e aspectos das mucosas (ocular e
oral), temperatura corporal por meio de termdmetro digital e frequéncia cardiaca e respiratéria,
mesuradas por meio de ausculta toracica com auxilio de estetoscépio.

No exame neuroldgico foi feita uma avaliacdo minuciosa de cada animal (Tabela 1). Ressalta-se
gue ndo existe na literatura uma padronizacdo do exame ou tabela de pontuacdo para avaliacdo
neuroldgica para essa espécie animal, desse modo, utilizou-se testes semelhantes aos utilizados
em coelhos em outro experimento da equipe (Branco, 2015).
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Tabela 1: Exame fisico neurol6gico em cobaias.

Parametro fisico Avaliacéo Pontuacéo
Estado mental Alerta ou alterado (depresséo, estupor 0 — Normal
ou coma) 1 — Deprimido
2 — Estupor
3-Coma

Postura

Marcha

Movimentos involuntarios

Reac0Oes posturais

Nervos cranianos

Reflexos miotaticos
(espinhais)

Tonus muscular

Nocicepgéo

Alteracéo no padréo
respiratério

Normal ou inadequada (decubito lateral
ou esternal)

Normal ou anormal (ataxia,
paresia/paralisia, claudicacéo)

Tremores, miotonias, mioclonia, crises
epilépticas

Testes positivos, diminuido ou
negativo: saltitamento, propriocepgao e
carrinho de méo

Resposta normal, presenca ou déficit:
reflexo pupilar, reflexo palpebral,
reflexo corneano, nistagmo, estrabismo,
reflexo de degluticdo e ténus da lingua
Presenca, auséncia ou diminuicéo:
reflexo patelar, tdnus muscular, reflexo
de retirada nos membros e reflexo
perineal

Presenca ou auséncia da percepcéo de
dor superficial e profunda (mesmo teste
aplicado em reflexo de retirada)
Normal (téraco-abdominal) ou alterada

0 —normal
1 —inadequada

0 — Ambulatério; sem
alteracdes

1 — Ambulatorio; paresia
e/ou ataxia

2 — Ndo ambulatério

0 —ausente
1 — presente

0 — Normal
1 — Reduzido
2 — Ausente

0 — Normais
1 — Déficit

0 — Normal
1 — Reduzido
2 — Ausente

0 — Normal
1 — Reduzido
2 — Ausente

0 — presente
1 - Ausente

0 — Ausente
1 - Presente

Fonte: Adaptado de Branco, 2015.

Obs: Quanto maior a pontuacdo do animal, maior o seu comprometimento neuroldgico, sendo a
pontuacdo maxima 16 pontos.
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4.5 — Eletrocardiograma

Os eletrocardiogramas (ECG) foram realizados em aparelho eletrocardiografico (TEB ECGPC)
na derivacdo DII, antes da administracdo do veneno (TO) e antes da morte ou eutandsia no
tempo final (TF), durante cinco minutos ininterruptos em cada animal. O exame foi realizado
com o animal em repouso, decubito dorsal e contido manualmente, sem sedacdo. Avaliou-se a
frequéncia cardiaca, as ondas P, T, o complexo QRS e o comportamento geral do tracado.

4.6 - Exames laboratoriais

As coletas sanguineas foram realizadas em dois tempos, antes da inoculacdo do veneno (TO0) e
no tempo final (TF) determinado, periodo entre uma hora e meia a duas horas apds a inoculagdo
do veneno. Foi puncionada a veia jugular utilizando-se seringa de 3ml e agulha 25 x 7 mm (BD
Solomed) e o sangue foi acondicionado em tubos com &cido etilenodiaminotetracético
tripotassico (KsEDTA) a 10%, citrato de sodio a 10% para obtencdo do plasma e sem
anticoagulante para obtencdo do soro, apds centrifugacdo (3000 rotac6es por minuto durante 10
minutos) no laboratério de Toxicologia da Escola de Veterinaria da UFMG. As amostras foram
aliquotadas, identificadas e armazenadas a -20°c até o processamento.

O hemograma foi feito em analisador hematoldgico automatico (Sysmex pocH-100iv Diff) e
confeccdo de esfregacos sanguineos em laminas de vidro, corados com pan6tico, para posterior
contagem diferencial de leucécitos. O volume globular foi determinado por meio do método do
microhematocrito (Thrall et al., 2012).

O perfil bioquimico obtido por meio das dosagens séricas de creatina quinase total (CK) e sua
isoenzima MB (CK-MB), aspartato aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamiltransferase (GGT),
ureia, creatinina, acido Urico, calcio, fosforo, potassio e sédio por método colorimétrico cinético
utilizando kits comerciais (BIOCLIN®), no analisador bioquimico semi-automatico (TP
Analyzer Basic).

A concentracdo de proteinas totais foi estimada por refratometria, e o perfil proteico fracionado
foi obtido por eletroforese horizontal em gel de agarose a 12% e tampdo TRIS, utilizando
amostras de soro congeladas, com tempo de corrida de 30 minutos. Os géis foram corados com
amido negro e descorados em uma série de etanol e &cido acético. A leitura foi feita por um
scanner com software SE250 da CELM®. A concentragdo proteica de albumina e globulinas (a,
B e y) em g/dl foi determinada através da multiplicacdo do percentual de cada fracdo obtida pela
concentragao da proteina total.

Para os testes de coagulacdo foram feitas coletas em tubos de vidro siliconizados ou tubos de
poliestireno contendo citrato de sédio a 10%. As amostras citratadas foram centrifugadas por 15
minutos a 3000 rpm para obtengdo do plasma e feita leitura em um coagulémetro CLOTimer®
para avaliacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), tempo de protrombina (TP) e
concentracao de fibrinogénio por sistema fotométrico utilizando kits BIOCLIN®.
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4.7 — Eutanésia

Todos os animais do grupo controle foram eutanasiados até o tempo limite de duas horas de
avaliacdo, pelo método de sangria sob anestesia geral com uso de tiopental na dose de 55 mg/kg
(Fiocruz, 2002) associado a lidocaina na concentracdo de 10 mg/mL, injetado via intraperitoneal
(IP) (CONCEA, 2013).

No grupo veneno, trés animais que apresentavam grave quadro clinico e ndo foram a 6bito
dentro das primeiras duas horas foram eutanasiados como objetivo evitar o sofrimento e trés
animais foram a 6bito no periodo de até duas horas. Por isso o tempo final (TF) esta
compreendido no periodo entre uma hora e meia a duas horas ap6s a aplicacdo do veneno

4.8 — Alteragdes macro e microscopicas

Os animais foram necropsiados e coletados fragmentos de coracdo, pulmdes, figado, rins, baco,
cérebro e musculo, fixados em formol a 10%. Os fragmentos foram processados pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina. SeccBes de cada tecido foram coradas pela técnica da
hematoxilina-eosina (HE) para andlise histoldgica em microscopia Optica.

Para a microscopia eletrébnica os mesmos 0Orgdos citados anteriormente foram fixados em
solucdo de glutaraldeido a 2% durante 24 horas e depois mantidos em tampao fosfato de sédio.
Desses foram selecionados um fragmento de musculo, coragdo e cérebro, do grupo controle e
outro do grupo veneno para processamento do material no Centro de Microscopia da UFMG. Os
fragmentos sofreram pos-fixacdo em tetroxido de 6smio e embebi¢do em resina Epon. Cortes
semi-finos foram corados com azul de toluidina e ultrafinos com acetato de uranila e citrato de
chumbo e observados em Microscopio Eletronico de Transmissdo Tecnai G2-12 - SpiritBiotwin
FEI - 120 kV.

4.9 - Analises Estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Os dados foram avaliados
estatisticamente com o auxilio do programa SAS for Windows v.8.0. As diferencas
estatisticamente significantes dos dados provenientes de mensuracdes repetidas foram
determinadas utilizando a analise de regressao por modelo misto por meio do PROC MIXED do
SAS, sendo cada animal determinado como uma unidade fixa e o tempo como variavel
(Wolgfinger; Chang, 1996; Littell et al., 1998). O nivel de significancia para todas as analises
foi estabelecido como P < 0,05.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Exame fisico

5.1.1 — Geral

As alteraces clinicas observadas em cobaias que receberam veneno de M. surinamensis foram
predominantemente neuroldgicas, como esperado nos envenenamentos por cobras-corais
(Bucaretchi et al., 2006). A ocorréncia dos sinais clinicos se deu de forma répida e progressiva
apos 1h a 1h30 da inoculacdo do veneno. A morte dos animais 1,2 e 3 ocorreram entre 1h30 as
2h da inoculagdo do veneno, os demais animais foram eutanasiados ao tempo de duas horas.

Ao exame clinico a afericdo da temperatura retal (TR - °C) e avaliacGes das frequéncias
respiratéria (FR - movimentos por minuto) e cardiaca (FC — batimentos por minuto) foram
realizadas em todos os tempos de avaliacdo clinica (TO, T1, T2, TF), mas para critério de
comparacdo, os resultados apresentados na tabela 2, mostram os valores encontrados apenas nos
tempos TOe TF.

Tabela 2: Resultados médios e desvio padrdo dos parametros fisicos correspondentes a
temperatura retal (TR - °C), frequéncia respiratéria (FR - mpm) e frequéncia cardiaca (FC -
bpm) nos animais dos grupos veneno e controle.

Grupos /desvio padrao

Parametro Momentos

Veneno Controle
TR TO 36,2+0,8 35,8+0,7
°C TF 357+1,1 36,5+0,7
FR TO 122,0+£8,7 118,0+4,2
Mpm TF 97,0+ 23,3 120,7+ 15,5
FC TO 171,0+7,8 A 175,3+21,4
Bpm TF 187,7+345aB 163,3+19,3 b

Médias seguidas de letras minusculas iguais na linha ou letras maitsculas iguais na coluna nao diferem
entre si segundo analise de regressdo por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

A temperatura retal e frequéncia respiratoria (FR), ndo mostraram diferenca significativa na
comparacdo entre os tempos TO e TF de cada grupo.

Ao tempo final de avaliagdo (TF) quatro cobaias (animais 1, 2, 3 e 6) do grupo que recebeu
veneno de M. surinamensis apresentaram mucosas ciandticas mostrando a diminuicdo da
oxigenacdo para os tecidos. Ao mesmo tempo, todos 0s animais mostraram um aumento
significativo (P>0,05) da frequéncia cardiaca (FC) no TF, que passou de 171,0 para 187,7 bpm
(Tabela 2). Esse valor médio final (187,7 bpm) também foi significativamente maior que o valor
médio do grupo controle (163,3 bpm). Aumentos na frequéncia cardiaca, alteracdo na irrigacdo
do coragdo, danos a musculatura cardiaca, alteracfes na polarizagdo e despolariza¢do cardiaca
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(por alteracbes metabolicas ou farmacos, e nesse caso pela acdo do veneno (Fernandez-Armenta
etal., 2013).

O veneno da M. surinamensis possui efeito pds-sindptico bloqueando receptores colinérgicos
nicotinicos e consequentemente a transmissdo neuromuscular (Olamendi-Portugal et al., 2008).
Assim os animais, possivelmente, pela depressdo do SNC mostraram certa incapacidade de
contracdo das musculaturas envolvidas na respiragdo (diafragma e musculos intercostais), pelas
alteracdes no padrdo respiratorio observada ao exame fisico (respiracdo passou de téraco-
abdominal para abdominal). Como compensagdo a uma alteracdo no controle do marcapasso
natural do coracdo (nodo SA), provavelmente pelo bloqueio também do SNA, ocorreu um
aumento da FC na tentativa de manter a circulacdo e oxigenacdo corporal. 1sso é decorrente da
automaticidade do coracdo, que mesmo com blogueio neuroldgico ou lesdo muscular, tenta
manter o funcionamento gerando impulsos celulares (Fernandez-Armenta et al., 2013).

Apb6s o exame fisico, a progressdo dos sinais se agravou nos animais do grupo veneno,
especialmente a FC, que mostrou uma diminuicdo significativa (observada ao exame
eletrocardiografico), quando o musculo cardiaco ja ndo conseguia mais gerar e transmitir
impulsos excitatdrios. Estes resultados também serdo demonstrados e discutidos na secdo de
eletrocardiograma.

Nenhuma alteracdo de TC, FR e FC foi observada nos animais do grupo controle que receberam
PBS/BSA (Tabela 2).

5.1.2 - Exame neuroldgico

As cobaias sdo animais muito doceis, normalmente ficam bem quietos para realizacdo do exame
fisico. Alguns reflexos testados como saltitamento, ndo sdo bem executados nesses animais nos
membros pélvicos, pois ja se apresentam normalmente diminuidos.

O tamanho pupilar normal da cobaia esta sempre em midriase e o reflexo a luz muito lento,
quando comparado a outras espécies, sendo o reflexo consensual a luz ausente ou bastante sutil.
A sensibilidade facial é demonstrada de forma muito sutil, assim como o reflexo perineal.

A maioria das cobaias avaliadas também ndo realiza bem o reflexo de retirada do membro
pélvico (ndo recolhe o membro ao ser estimulado), mas sdo animais bastante sensiveis a dor.

Animais do grupo controle (em todos o0s tempos) e animais do grupo veneno ao TO
apresentaram normalidade para a espécie em todos os testes aplicados (padrdo observado nos
animais higidos). Nos animais que receberam veneno de M. surinamensis, as alteragdes
mostraram-se progressivas apds o envenenamento como comprovado pela pontuacdo obtida no
exame neuroldgico apresentado na tabela 3.
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Tabela 3: Pontuagdo neuroldgica por animal e valor médio dos animais inoculados com veneno
de M. surinamensis, nos diferentes tempos de avaliagdo (Tempo zero, Tempo 1, Tempo 2 e
Tempo Final - TF).

Pontuacéo por animal, no grupo veneno

Animal TO T1 T2 TF
1 0 0 10 15
2 0 1 3 16
3 0 0 6 15
4 0 0 1 3

5 0 0 1 3

6 0 0 1 11
Média 0 0,2 3,7 10,5

Obs: A pontuagdo maxima por animal pode ser de 16 pontos, correspondente ao somatério de
todos os parametros avaliados.

O aumento progressivo da pontua¢do mostrou o comprometimento nervoso observado a partir
de 30 minutos (T1) de avaliagdo e o valor maximo ao tempo final (TF). A frequéncia das
alteracOes observadas nos animais do grupo veneno em cada tempo de avaliacdo estdo
detalhadas na tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de alteracBes ao exame neurolégico de cobaias do grupo veneno.

NuUmero de animais (n=6), em cada um de seus tempos
de observacéo

Alteracdo clinica TO T1 T2 TF
Alteracédo do estado mental 0 0 1 6
Postura inadequada 0 0 1 3
Marcha alterada 0 0 1 4
Presenca de movimentos 0 1 3 3
involuntarios

Reacdes posturais reduzidas ou 0 0 3 5
ausentes

Déficit dos nervos cranianos 0 0 3 4
Reflexos miotaticos (espinhais) 0 0 2 4
Tonus muscular reduzido ou 0 0 2 5
ausente

Nocicepgéo reduzida ou ausente 0 0 1 4
Alteracéo no padréo respiratério 0 0 5 6

48



Até o T1 (30 minutos ap6s a inoculacdo do veneno), apenas um animal (animal 2) apresentou
tremores e movimentos de mastigacdo fora do padrdo normal, enquanto que os demais, nada
apresentaram de anormalidade ao exame fisico.

A partir do T2 (1h ap6s a inoculagdo do veneno), todos os animais apresentaram alteracdes
neuroldgicas, com destaque para o animal 1 que apresentou depressdo no estado mental,
permanecendo em decubito esternal e exibiu marcha incoordenada, presenca de espasmos,
tremores, ruidos respiratérios (em nivel nasal), reagdes posturais diminuidas, déficit nos nervos
cranianos com grande diminuicdo nos reflexos pupilar e corneano (oftalmoplegia), diminuicédo
do reflexo de degluticdo e ténus da lingua, diminuicdo do tbnus muscular de um modo geral,
reacdo a dor diminuida e respiracdo abdominal. Este animal teve uma evolu¢do muito rapida dos
sintomas, apresentando uma paralisia flacida e estado comatoso. Ao apresentar estado grave,
que provavelmente, o levaria a morte, este animal foi anestesiado e procedido a eutanasia, cerca
de 30 minutos ap6s o T2. Salienta-se que antes da eutanasia, foi realizado exame fisico e esse
considerado como TF.

Os demais animais, ao T2, manifestaram poucas altera¢fes quando comparados ao animal 1. Os
animais 2 e 3 apresentaram vocalizacdo, alteracdo no padrdo respiratério (mais abdominal e
entrecortada), ruidos respiratorios (em nivel nasal) e diminuicdo nas reac@es posturais. Por outro
lado, os animais 5 e 6 ndo demonstraram qualquer tipo de alteracdo clinica nesse tempo de
avaliacdo e, o animal 4, alterou o padrdo respiratorio (respiracdo tipo abdominal) e mostrou
muito incémodo e dor, no local da inoculagéo.

Ao tempo final (periodo entre 1h e 30 min a 2h ap6s a inoculagdo do veneno), todos 0s animais
avaliados apresentaram altera¢fes neuroldgicas, do estado mental e respiratorio. A mudanga no
estado mental, variou de depressdo (animais 4, 5 e 6) a comatoso (animais 1, 2 e 3) e 0 padrao
respiratorio com respiracao tipo abdominal (Figura 12). Para os demais parametros, o animal 4
apresentou tremores e pequena reducdo nas reagBes posturais nos testes de saltitamento e
propriocepgdo, principalmente no membro da aplicacdo e o0 animal 5 mostrou somente leve
diminuicdo no ténus muscular. Os animais (1, 2, 3 e 6) mostraram reacGes mais graves,
permanecendo em decubito lateral ou esternal, apresentando respiracdo ruidosa, perda do tonus
muscular (tetraplegia flacida), oftalmoplegia, e principalmente auséncia de respostas nos testes
para avaliacdo dos reflexos miotaticos, reacdes posturais e nocicep¢do. Também apresentaram
presenca de material espumoso nas narinas (Figura 13), boca aberta e posicdo ortopnéica,
evidenciando assim a dificuldade respiratoria. O quadro evoluiu para um estado mais grave e
realizou-se a sedacdo (dos animais 1, 2 e 3 (entre 1h30 e 2h) para a sangria. Nos animais 4, 5 e 6
foi realizada eutanasia ao tempo de 2h, tempo limite estipulado para as avalia¢des.
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Figura 12 (a e b): Evolucdo clinica dos animais envenenados. Na foto da esquerda (a), animal
extremamente prostrado. Foto da direita (b): animal em decubito lateral esquerdo com paralisia
total, oftalmoplegia e dificuldade respiratoria.

A \
Fonte (a e b): Arquivo proprio.

Figura 13: Animal do grupo veneno com paralisia total, espasticidade dos membros anteriores
e secrecdo nasal.

Fonte: Arquivo proprio.

O agravamento dos sinais clinicos em quatro animais envenenados e a ocorréncia de alterac6es
mais brandas do envenenamento em dois animais mostra a variabilidade na resisténcia
individual nos animais. A utilizagdo de uma DLs, prevé a possivel resisténcia em alguns
individuos a determinada dose, que pode levar a morte 50% dos animais (Eaton e Gilbert,
2008).

As alteracdes clinicas, em periodo t&o curto (até duas horas), apresentadas pelos animais que
receberam veneno se devem possivelmente a baixa massa molecular dos componentes do
veneno elapidico, que permite uma répida distribuicdo pelo organismo, podendo alcancar
diversos 6rgdos (Lomonte et al., 2016). A agdo do veneno da M. surinamensis, que € de acao
pos-sinaptica, atua em nivel de SNC bloqueando a transmissdo do impulso nervoso (Olamendi-
Portugal et al., 2008).

A alteracdo do estado mental e do comportamento, observados em todos 0s animais, mostra que
0 veneno alcangou rapidamente o SNC, afetando principalmente as regides do cérebro e do
tronco encefalico, responsaveis pelo controle da maioria das fun¢fes do organismo animal. O
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sistema limbico é o responsdvel pelo comportamento e estado mental e estd localizado no
cérebro, na regido subdividida como prosencéfalo (Martins et al, 2013). Desse modo, pelos
sinais clinicos causados pelo veneno, acredita-se que 0 mesmo também deve atuar bloqueando
esse sistema.

As alteracBes provocadas pelo veneno nas transmissGes dos impulsos pelo tronco encefalico
parecem ser responsaveis pelas alteraces clinicas vistas na maioria dos animais. Além de
alteracdo no estado mental, também foi observado déficit nos nervos cranianos com a auséncia
de resposta nos testes de reflexo palpebral (pares V e VII), reflexo de degluticdo (pares IX e X)
e tonus da lingua (par XII), observado na maioria dos animais envenenados.

Alteracdo no padrdo respiratorio também se deve a alteracdes na transmissao nervosa pelo
tronco encefalico, que também atua no seu controle (Taylor, 2010), mas pode estar associada
principalmente ao blogueio neuromuscular da contragdo dos musculos respiratorios (Bucaretche
et al., 2006), principalmente o diafragma (acéo potencial do veneno).

Os receptores nicotinicos estdo amplamente distribuidos no SNC e alguns deles regulam
parcialmente a liberacdo de dopamina e de glutamato; e outros controlam a liberacdo de GABA
e a resposta de neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo (Ventura et al., 2009). Assim o
possivel bloqueio, tanto excitatorio quanto modulador do impulso nervoso, pode promover uma
depressdo geral do SNC agravando progressivamente durante o tempo, sem tratamento do
envenenamento.

A ndo transmissdo nervosa pela medula espinhal aos neurdnios motores inferiores (NMI)
conduziu a perda do ténus muscular, bloqueando o estimulo elétrico para contracdo levando a
paralisia flacida em quase todos os animais. O blogqueio da regulacdo da funcdo de tecidos como
0 coracdo (blogueio também da atividade do SNA) pode ter propiciado o comprometimento
geral do organismo, com a baixa oxigenagao e nutri¢do dos tecidos.

Nos casos humanos avaliados durante 20 anos em S&o Paulo, relatados por Bucaretche et al.
(2006), o envenenamento por cobra-coral classificado como moderado, é 0 mais comum. Esse
quadro é marcado por dor local, fraqueza, parestesia ou paralisia total, ptose palpebral, disfagia
e salivacdo excessiva e o tratamento feito com soro antielapico normalmente € eficiente. Nos
casos graves (segundo mais frequente segundo 0s mesmaos autores), ocorrem, além dos sintomas
citados, fasciculagdes, perda da habilidade de permanecer de pé e respiracdo mais superficial,
sendo que para o tratamento, a utilizacdo de um anticolinesterasico se torna mais comum.

Em envenenamentos por serpentes do género Crotalus (Familia Viperidae) as manifestacoes
neurolégicas surgem nas primeiras horas e melhoram a partir do segundo dia do acidente. A
presenca de facies miasténica é caracteristico, evidenciando ptose palpebral uni ou bilateral,
flacidez da musculatura da face, midriase bilateral semiparalitica, oftalmoplegia, visdo turva
e/ou diplopia, indicando, portanto, o0 comprometimento do I1l, IV e VI pares cranianos, diplopia
secundaria a oftalmoplegia e visdo turva (Barraviera, 1990), semelhante aos achados no
envenenamento pela M. surinamensis.
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5.2 — Eletrocardiograma

Os resultados das medidas de amplitude, duracéo das ondas P e R e duracdo dos intervalos PR,
QT e complexo QRS, além da frequéncia cardiaca calculada a partir do tragcado, estdo
apresentados na tabela 5. As alteragBes nos tracados eletrocardiograficos por animal estdo
apresentadas na tabela 6.

Tabela 5: Média e desvio padrdo de medidas das ondas P (ms e mV), R (mV) e T (mV);
intervalos PR (ms), QT (ms); complexo QRS (ms) e frequéncia cardiaca (bpm) obtidas a partir
do exame eletrocardiografico de cobaias, antes (Tempo zero) e 2h (Tempo Final) ap6s a injecdo
de veneno Micrurus surinamensis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo controle).

Momentos/desvio padrdo

Parametros Grupos

Veneno Controle
Onda P TO 31,4£5,72 29,4 +2,16
(ms) TF 35,5+4,70 31,1+2,00
Onda P TO 0,1+ 0,04 0,1+0,02
(mV) TF 0,1+0,01 0,1+ 0,02
PR TO 60,2+ 11,1 A 62,8 + 4,59
(ms) TF 84,9+£2934aB 64,0+ 3,63 b
QRS TO 31,2+2,44 A 32,5+6,22
(ms) TF 34,3+221B 34,4+ 4,09
Onda R TO 0,5+ 0,28 A 05+0,14 A
(mV) TF 0,7+£0,25B 0,6 +0,20 B
QT TO 1132+ 142 A 113,1+14,9
(ms) TF 135,9+ 26,1 a,B 112,8+12,0b
Onda T TO 0,1+ 0,04 0,1+0,02
(mV) TF 0,1+0,01 0,1+0,02
FC (TEB) TO 300,2+489 A 305,6 + 33,7
(bpm) TF 200,0 + 96,5 a,B 307,7+235b

Médias seguidas de letras minGsculas iguais na linha ou letras maiusculas iguais na coluna ndo diferem
entre si segundo analise de regressdo por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

Obs: Medidas das ondas P (ms e mV), R (mV) e T (mV); intervalos PR (ms), QT (ms);
complexo QRS (ms) e frequéncia cardiaca (bpm) obtidas no equipamento TEB (FC TEB).
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Tabela 6: AlteracOes eletrocardiograficas encontradas em cobaias, antes (Tempo zero) e 2h
(Tempo Final) apds a injecdo de veneno Micrurus surinamensis (grupo veneno) e PBS/BSA
(grupo controle).

Animal Alteracdes
TO TF

1 Sem alteragdes e BAV 3°grau

2 e FCreduzida

Extrassistole Ventricular (ventriculo
esquerdo)

Parada sinusal

Escape juncional

BAV 1°

Extrassistole supraventricular
BAV 3°

Arritmia sinusal

Parada sinusal

Escape juncional
Extrassistole supraventricular
BAV 2°

BAV 3°

BAV 3° multifocal

FC reduzida

FC reduzida

Extrassistole ventricular

FC reduzida

BAV 3° multifocal

Sem alteragdes

Sem alteracBes

Sem alteracdes

4 Sem alteracBes
5
Sem alteragdes

6
Sem alteracdes

Grupo controle Sem alteragGes

Alguns animais apresentaram estado comatoso ao tempo final de avalia¢do, ndo necessitando de
contencdo manual (Figura 14). As alteracdes observadas nos animais do grupo veneno foram
progressivas ao longo da avaliacdo eletrocardiografica. Os animais de um modo geral
comecaram com uma diminuicdo da frequéncia cardiaca, bloqueios atrioventriculares (BAV) de
15 2° e 3° graus e extrassistoles ventricular (de ventriculo esquerdo) e supraventricular em
diversas areas do tracado. Apenas um animal do grupo veneno nao apresentou alteracGes
significativas ao eletrocardiograma.
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Figura 14: Cobaia do grupo veneno sendo submetido ao exame eletrocardiografico, duas horas
apos a injecdo de veneno de M. surinamensis.

Fonte: Arquivo pessoal.

Todos os animais apresentaram marca-passo migratério, inclusive os do grupo controle. Esse
achado, ndo é considerado uma patologia, por isso ndo foi apresentado na tabela de alteracdes
individuais.

A onda P representa despolarizacdo dos atrios e sua duracdo caracteriza o tempo gasto pelo
impulso para atravessar os atrios vindos do nodo SA. No tracado normal, derivacdo DIlI, a onda
P é positiva (estd acima da linha base), pequena e arredondada (Burtnick e Tilley, 2004).

Avaliando a onda P, houve um aumento na duracdo da onda nos dois grupos avaliados, mas esse
aumento ndo mostrou diferenca estatistica na comparacdo entre os TO e TF. Em amplitude,
praticamente ndo houve diferenca entre os tempos, nos grupos. O aumento na duracdo da onda
P, sem significado patoldgico pode ocorrer em casos de marca-passo migratorio. O marca-passo
migratorio é marcado por ondas P mais altas e estreitas durante a inspiracdo e ondas mais
achatadas e largas durante a expiracdo, pode ocorrer devido a propria movimentacdo do animal
e ao estresse provocado pela manipulacdo para realizacdo do exame (Ware, 2010). Foi
observado em todos os animais avaliados, tanto do grupo veneno quanto do grupo controle a
presenca desse evento, portanto assim como ocorre em outras espécies, a ocorréncia do marca-
passo migratorio ndo representa em cobaias alguma patologia e ndo apresenta relacdo com o
veneno.

O ritmo regular do coracdo é chamado de ritmo sinusal normal. E o mecanismo normal para
iniciar a sistole cardiaca, que parte do nodo SA e se estende para os atrios, nodo AV e
ventriculos. Os intervalos P-QRS-T sdo normais e qualquer alteracdo nas ondas e intervalos,
indica a presenca de anormalidade na formacé&o e/ou conducéo do impulso, gerando as arritmias
(Burtnick e Tilley, 2004) (Figura 15). S&o tolerados até 10% de variagdo entre os intervalos RR
para se considerar o ritmo regular sinusal (Ware, 2010).
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Figura 15: Tragado eletrocardiografico normal de cobaia (animal 6) do grupo veneno (Tempo
zero). Derivacdo D2, 25 mm/s, 2N.
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A frequéncia cardiaca pode ser medida a partir do calculo entre intervalos RR em cerca de 10
cm do tracado a 50 mm/s (Burtnick e Tilley, 2004). Através do TEB todas as medidas séo
aferidas de forma rapida e mais precisa.

O animal 3 (grupo veneno) mostrou ao ECG, arritmia sinusal, uma irregularidade no ritmo
sinusal originado no nodo SA, marcado por periodos de alternancia entre frequéncia cardiaca
mais lentas e mais rapidas (Figura 16). Estas irregularidades podem estar relacionadas a
respiracdo, aumentando com a inspiracdo e diminuindo com a expiracdo, devido ao aumento do
tonus vagal. A arritmia sinusal ocorre quando ha um aumento maior que 10% e menor que o
dobro entre os intervalos RR no tragado (Ware, 2010).

A parada sinusal ocorreu em dois animais do grupo veneno, animal 2 e 3. Esse tipo de alteragéo
ocorre quando o ritmo sinusal é interrompido por falha prolongada e ocasional do nodo SA em
iniciar um impulso, impedindo que o impulso gerado no nodo SA seja transmitido aos atrios
(Figura 16). Com as pausas prolongadas podem ocorrer periodos de baixo débito cardiaco
(volume de sangue ejetado por minuto). O intervalo RR nesses casos apresenta medidas maiores
que o dobro de intervalos anteriores e pode estar associada a bradicardia (Ware, 2010). A parada
ou blogueio sinusal pode ocorrer, dentre outros fatores, pela toxicidade de algumas drogas,
desequilibrio eletrolitico, doenga cardiaca degenerativa (Burtnick e Tilley, 2004) e no caso
desse estudo associado & neurotoxicidade e miotoxicidade do veneno.

Quando o ritmo ndo retorna a atividade sinusal normal a tempo, ocorrem complexos de escape
(Figura 16). Isso ocorreu em dois animais, animais 2 e 3, 0S mesmos gque mostraram parada
sinusal. Esse ritmo de escape ocorre geralmente quando o nodo SA reduz a frequéncia ou para.
A atividade intrinseca dos marca-passos das regides mais baixas, da juncdo atrioventricular ou
dos ventriculos resgata o ritmo cardiaco ap06s a pausa. A ativagdo do marca-passo subsidiario
pela falha do marca-passo principal funciona como mecanismo de resgate do coracdo, gerando
0s escapes juncionais (Burtnick e Tilley, 2004; Ware, 2010).
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Figura 16: Arritmia sinusal (azul claro), parada sinusal (azul escuro), escape juncional (seta
verde), extrassistole supraventricular (seta vermelha), apresentadas pelo animal 3 (grupo
veneno) ao tempo final de avalia¢do (2h apds o envenenamento). Derivagdo D2, 25 mm/s, 2N.
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Todos os animais apresentaram uma diminui¢do acentuada da frequéncia cardiaca com nivel de
significancia p<0,05, passou de 300,2 para 200,0 bpm. Essa diminuicdo da frequéncia cardiaca e
alteracdes no ritmo sinusal, descritas acima, apareceram juntamente com os sinais neurol4gicos,
mostrando a distribuicdo do veneno por todos os tecidos. O blogueio neuromuscular causado
pelo veneno nos receptores colinérgicos nicotinicos de Ach na musculatura esquelética ocorre
também no musculo cardiaco em nivel ganglionar (SNA) e poés-ganglionar do sistema
parassimpatico. O coragdo ainda consegue gerar impulsos devido a automaticidade intrinseca
nos locais atrial, juncional e ventricular, que apresentam diferentes taxas normais de impulsos.
Esses impulsos podem responder de forma anormal e gerar uma taquicardia, bradicardia, tornar
0 musculo muito excitavel (prematuro) ou ausente (bloqueio) (Burtnick e Tilley, 2004; Ware,
2010). Nos casos dos animais avaliados prevaleceu a bradicardia e ocorreram bloqueios
atrioventriculares e complexos prematuros.

Os animais 2 e 3 do grupo veneno, apresentaram ao eletrocardiograma extrassistoles
supraventriculares (Figuras 16 e 18). Essas extrassistoles sdo causadas por impulsos
supraventriculares originados em outro sitio que ndo seja 0 nodo SA, aumentando a
automaticidade das fibras miocardicas dos atrios. Uma onda P prematura ectopica (diferente das
ondas normais) interrompe o ritmo normal e pode apresentar intervalo PR mais longo que o
normal do tracado. Elas podem estar associadas a insuficiéncia mitral ou miocardiopatias
(Burtnick e Tilley, 2004; Ware, 2010).

Os animais 2 e 5 do grupo veneno apresentaram outro tipo de complexo prematuro, uma
extrassistole ventricular (Figura 17). Essa extrassistole ventricular ocorre pela geracdo do
impulso cardiaco diretamente no ventriculo e ndo no nodo SA, e se deve ao aumento da
automaticidade e reentrancia. O complexo ventricular prematuro, devido ao comprometimento
da perfusdo dos tecidos, promove efeitos cardiovasculares secundarios, tais como, complexo
QRS tipicamente largo e bizarro, onda P sem o complexo QRS e pausa compensatéria apos 0
complexo bizarro. Estas alteragdes levam a fraqueza, intolerancia ao exercicio, sincope e morte
subita (Ware, 2010; Puerta et al., 2013).
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Figura 17: Extrassistole ventricular (ou complexo ventricular prematuro) apresentado pelo
animal 1 do grupo veneno apds 1h e 30min apds a injecdo do veneno de M. surinamensis.
Derivacéo D2, 50 mm/s, 2N.

Os complexos prematuros podem ser devido a miotoxicidade do veneno de M. surinamensis que
danifica as fibras musculares miocardica, comprometendo a contracdo das mesmas, além do
blogueio neuromuscular dos receptores de Ach.

O intervalo PR reflete o periodo do inicio da ativacdo atrial, conducédo pelo nodo AV, feixe de
His e fibras de Purkinge (Ware, 2010). E medido do inicio da onda P até o comego da onda Q
(Burtnick e Tilley, 2004). A avaliagdo do intervalo PR nos eletrocardiogramas dos animais do
grupo veneno mostrou um aumento médio significativo (p<0,05). Intervalos PR longos indicam
um retardo na conducgéo atrioventricular e indicam a ocorréncia de blogueios atrioventriculares
(BAV) (Burtnick e Tilley, 2004) e a grande variabilidade reflete as diferentes alteracdes
arritmicas encontrada nos animais.

Quatro dos seis animais que receberam veneno de M. surinamensis apresentaram bloqueio
atrioventricular (BAV) de 1° 2° e/ou 3° grau. O animal 2 apresentou BAV de 1° o animal 3
apresentou BAV de 2° e 0s animais 1, 2, 3 e 6 apresentaram BAV de 3°. O BAV 1° caracteriza-
se por um aumento do intervalo PR devido a uma falha na condu¢do do impulso do atrio para o
ventriculo (juncdo atrioventricular) e feixe de His (Figura 18). Esse tipo de bloqueio pode
ocorrer em animais saudaveis, em animais idosos, intoxicacdo por digitdlicos, por PB-
blogueadores, por desequilibrio eletrolitico (hiper ou hipocalemia), estimulagdo vagal reflexa
(aumento ciclico do intervalo PR) e enfermidade degenerativa do sistema de conducdo (Tudury
et al., 2003; Camacho e Mucha, 2008).

Figura 18: BAV 1° (seta azul), extrassistole supraventricular (seta vermelha) apresentada pelo
animal 2 do grupo veneno ao tempo final de avaliagdo (2h apds o envenenamento). Derivagao
D2, 25 mm/s, 2N.
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O BAV 2° é caracterizado por uma intermitente falha na conducdo atrioventricular,
prolongamento progressivo do intervalo PR, onde uma ou mais ondas P aparecem sozinhas sem
um complexo QRS-T (Figuras 19 e 21). O bloqueio é geralmente no nodo AV e 0 QRS é de
duracdo normal. As causas podem associadas a arritmias sinusais e aumento do tonus vagal, por
intoxicacdo digitalica ou por quinidina, pela aplicacdo de xilazina e outros anestésicos, por
desequilibrio eletrolitico, B-bloqueadores, bloqueadores dos canais de calcio e taquicardia
supraventricular (Tudury et al., 2003).

Figura 19: BAV 2° apresentado pelo animal 3 (grupo veneno) ao tempo final (2h) apés injecao
do veneno. S&o visualizadas ondas P isoladas, sem o complexo QRS (setas amarelas).
Derivacéo D2, 25 mm/s, 2N.
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O BAV 3° ou bloqueio completo é caracterizado pela interrupcdo completa dos impulsos
elétricos do atrio para o ventriculo (Figuras 20 e 21). As ondas P sdo dissociadas do complexo
ventricular (QRS) e as duas sdo assincronamente controladas por marca-passos independentes, e
nesses casos, a frequéncia ventricular € menor que a frequéncia atrial. O complexo QRS
apresenta-se largo e de formato bizarro quando o marca-passo esta localizado no ventriculo ou
na juncdo atrioventricular, acima da bifurcacdo do feixe de His, quando ocorre bloqueio de ramo
de feixe (Burtnick e Tilley, 2004). Pode ocorrer em casos de cardiomiopatia hipertréfica, infarto
do miocardio, endocardite bacteriana, hiper ou hipocalemia, intoxicacGes digitalicas e
cardiopatias infiltrativas ou fibroticas (Tudury et al., 2003).

Figura 20: BAV 3° apresentado pelo animal 3 (grupo veneno) ao tempo final (2h) apds
inoculacdo do veneno. As setas mostram ondas P sem conexdo com complexos QRS, que nestes
casos apresentam formato bizarro. Derivagdo D2, 25 mm/s, 2N.

58



Figura 21: Evolucdo de um BAV de 2° (espaco em amarelo) para um BAV 3° (espago em
roxo), apresentado pelo animal 3 (grupo veneno) ao tempo final (2h) apds inoculagdo do
veneno. Derivagdo D2, 25 mm/s, 2N.

Nos animais do grupo veneno foi observado um aumento significativo (p<0,05) dos complexos
QRS. O complexo QRS representa a despolarizagdo e contracdo ventricular e quando ha um
aumento, ou seja, formacdo de complexos largos de configuracdo variavel indica a ocorréncia
de marca-passo ectépico abaixo do feixe de His ou uma lesdo no sistema de condugdo
intraventricular (blogueio de ramo de feixe) (Tudury et al., 2003; Burtnick e Tilley, 2004;
Camacho e Mucha, 2008). Assim como descrito anteriormente, alteracbes na conducdo
ventricular do impulso e na contracdo demonstram uma acdo direta lesiva do veneno de M.
surinamensis sobre as fibras musculares cardiacas e no sistema de conducao, alterando o ritmo e
conduzindo a progressivas arritmias e falha total cardiaca.

O intervalo ST, (dados ndo demonstrados), ndo mostrou deplecdo (negativa) ou elevagéo
(positiva) em relacdo a linha base. Também ndo houve aumento ou diferenca na duracdo do
intervalo ap6s injecdo do veneno de M. surinamensis. O retardo na conducdo, drogas e
hipertrofia ventricular podem alterar o intervalo.

A amplitude onda R mostrou um aumento significativo (p<0,05) em ambos os grupos estudados
e seu aumento isolado ndo representa uma patologia (Ware, 2010).

A onda T normal deve ser 25% menor que a onda R, pois variacBes na relacdo entre essas
podem demonstrar alteracGes eletroliticas, metabdlicas e hormonais, especialmente, quando ha
aumento de onda T. Em casos onde a relacdo se afeta pela diminuicdo de onda R, os fatores
determinantes podem ser decorrentes de alteracfes metabélicas, hormonais, efusdo pericardica
ou toracica e obesidade. Em todos os animais desta pesquisa, henhuma alteracdo foi observada
na relacdo entre as ondas Re T.

Os animais que receberam veneno de M. surinamensis mostraram aumento significativo
(p<0,05) do intervalo QT (Tabela 5). O intervalo QT representa o tempo total de ativacdo e
despolarizagdo dos ventriculos e varia inversamente em relagdo a frequéncia cardiaca. Influem
na duracdo do intervalo QT: o ténus do SNA, desequilibrios eletroliticos (potéssio e célcio),
secundariamente ao prolongamento do QRS e anormalidades no SNC (Ware, 2010). Nesse
estudo, os animais que receberam veneno de M. surinamensis apresentaram diminui¢do da
frequéncia cardiaca, alto intervalo QT (correlacdo inversa), aumento sérico na concentragdo de
potéssio e alteracdes do SNC.

O veneno de M. surinamensis leva ao bloqueio neuromuscular nos receptores de Ach, e esse
blogueio interfere na transmissdo do impulso, tanto no SNC como no SNA, ou seja, altera o
sistema motor esquelético e cardiaco. Os sinais neuroldgicos e as alteracbes no padrdo
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respiratdrio, evidenciados ao exame fisico foram agravantes nas alteracfes cardiacas. As
cobaias com alteragBes neuroldgicas mais graves (animais 1, 2, 3 e 6) também foram as que
apresentaram as maiores alteracfes no ritmo cardiaco e bloqueios atrioventriculares de
diferentes graus, enquanto que 0s animais que manifestaram sinais mais brandos do
envenenamento (animais 4 e 5) mostraram redugdo na frequéncia cardiaca. Todavia, deve ser
salientado que o animal 5 apresentou extrassistoles ventriculares.

O SNA atua na regulacdo das células marca-passo para aumentar ou diminuir a frequéncia
cardiaca. A Ach é necesséria para se completar a transmisséo sindptica nos ganglios tanto para o
sistema simpatico quando para o parassimpatico, mas no muasculo cardiaco, a Ach é o
neurotransmissor parassimpatico (reduz da frequéncia) e a noradrenalina o neurotransmissor
simpatico (aumenta a frequéncia) (Klein e Cunningham, 2009). Com o bloqueio dos receptores
colinérgicos da Ach, a transmissdo e o controle do ritmo cardiaco podem ser afetados, alterando
a permeabilidade da membrana aos ions, principalmente calcio, sédio e potassio e
consequentemente afetando a despolarizacao celular. As alteragcdes no controle do ritmo séo as
principais causas de arritmias e/ou paradas sinusais, que levam a consequentes formacoes de
escapes juncionais, para tentar voltar o ritmo a normalidade (Ware, 2010; Puerta et al., 2013).

Em conjunto, a miotoxicidade (que sera descrita adiante) tanto esquelética quanto cardiaca
evidenciada com aumentos expressivos na concentracdo de CK, enzima marcadora de lesdo
muscular e na sua fracio MB (CK-MB), que revela lesdo no miocardio, além dos achados
microestruturais (microscopia eletrdnica) que mostraram destruicdo das fibras cardiacas,
sugerem impedimento da contracdo cardiaca. Dessa forma tanto a formacdo e transmissao de
impulsos, e consequentemente, as contracfes atriais e ventriculares, foram comprometidas.
Essas alteragdes estruturais das fibras podem explicar a ocorréncia dos BAV de 1°, 2° e 3° graus,
uma vez que levam ao processo chamado de reentrancia, na busca do impulso elétrico por
caminhos alternativos entre as fibras lesadas, para se conseguir gerar a contragdo muscular
(Ware, 2010; Puerta et al., 2013).

As toxinas 3FTx (que podem ser cardiotoxinas), presente no veneno da Naja naja oxiana, por
exemplo, tém capacidade de despolarizar membranas excitaveis de cardiomiécitos e provocar
parada cardiaca. Elas interagem eletrostaticamente com lipidios anidnicos na membrana
afetando a estrutura e organizacdo da bicamada fosfolipidica por desidratacdo da bicamada
lipidica, podendo gerar poros, aumentando a permeabilidade membrana plasmatica levando a
destruicdo das células (Gasanov et al., 2015).

Gatos anestesiados e inoculados com veneno de M. fulvius via 1V, mostraram diminuicdo da
frequéncia cardiaca e da pressao arterial, ondas T bifasicas e um animal apresentou complexo
ventricular prematuro, sendo esse Ultimo semelhante ao encontrado nas cobaias que receberam
veneno de M. surinamensis (Weis e Mclsaac, 1971). O veneno da M. fulvius mostrou, em
preparagdes in vitro de musculatura de camundongo, diminuicdo da resposta do musculo liso as
aminas adrenérgicas, diminui¢do da transmissdo neuromuscular, efeito despolarizante direto no
musculo esquelético e efeito cardiotoxico direto (Weis e Mclsaac, 1971). O veneno da M.
fulvius é composto principalmente por PLA, que possuem capacidade hemolitica (Arce-
Bejarano et al., 2014).

As proteinas 3FTx estdo presentes em grande propor¢do no veneno de M. surinamensis
(Olamendi-Portugal et al., 2008). A alteragcdo na fibra cardiaca, comprovada pelo aumento
significativo de CK e CK-MB na bioquimica sérica, pode ser decorrente da a¢do das toxinas
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3FTX e em pequena propor¢cdo pelas PLA, (componente minoritario do veneno da M.
surinamensis). Portanto, sugere-se um efeito cardiotdxico direto do veneno de M. surinamensis.

Alteracdes eletroliticas vistas nos animais do grupo veneno, como o aumento de sédio, fosforo e
potassio refletem essa alteracdo na integridade das fibras e pode ter influenciado no
agravamento das alteracdes cardiacas. A alteracdo na integridade de membranas celulares, afeta
sua despolarizagdo e a concentracdo de alguns ions nos meios extra e intracelular. Aumentos
discretos nos niveis de potassio podem ser assintomaticos, mas seu aumento também levar a
diminuicdo da excitabilidade miocérdica e conducdo lenta gerando arritmias (Juzado, Pérez e
Diez, 2012).

Resumindo, pbde ser comprovado nesse estudo que o veneno da M. surinamensis causa
alteracdes arritmicas no coracdo em curto periodo de tempo (2h ap6s). Houve um distdrbio na
formagdo do impulso supraventricular, possivelmente no nodo SA devido a bradicardia
apresentada em todos os animais envenenados. Em dois animais (2 e 3), houve a formacdo de
complexos supraventriculares prematuros (extrassistole supraventricular), além de variacfes na
frequéncia e ritmos e, consequente formacao de escapes juncionais. Também houve distdrbio na
formacdo do impulso ventricular, pelo nodo AV (que recebe estimulo do marca-passo cardiaco,
0 nodo SA), pela observacdo de complexos ventriculares prematuros (extrassistole ventricular)
em dois animais (2 e 5). A principal alteracdo observada foi o distdrbio na conducéo do impulso
e possivel bloqueio de feixe (esquerdo e/ou direito), evidenciado pela formacgdo dos blogueios
atrioventriculares (BAV) de 1°, 2° e 3° grau na maioria dos animais (animais 1, 2, 3 e 6). Foram
detectadas alteracGes morfologicas das fibras, que podem ser o fator determinante para a falha
na conducdo. E se observou também, a acdo automatica intrinseca do coracdo, com habilidade
de iniciar um impulso na tentativa de corrigir a falha no marca-passo natural cardiaco, mas que
pode ter resultado em respostas anormais diminuindo a frequéncia cardiaca, tornando o masculo
muito excitavel (prematuro) ou levando a auséncia de resposta (bloqueio). Os dados aqui
apresentados sdo inéditos em estudos com envenenamentos por cobras-corais.

5.3 -Alteracdes laboratoriais

5.3.1 — Eritrograma

Tanto o nimero de heméacias (RBC), como a concentracdo de hemoglobina (HGB) e o
hematdcrito (VG) diminuiram (p<0,05) apds a administracdo de veneno de M. surinamensis ou
PBS/BSA (Tabela 7) indicando que essa diminuicdo esta relacionada com a coleta, ou manuseio
dos animais ou ainda, com a resposta individual da espécie utilizada (Cavia porcellus). Seriam
estes animais mais sensiveis as coletas de sangue, mesmo em pequenas gquantidades?
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Tabela 7: Valores médios e desvio padrdo do eritrograma de cobaias, antes (Tempo zero) e 2h
apos (Tempo Final) a injecdo de veneno Micrurus surinamensis (grupo veneno) e PBS/BSA

(grupo controle).

Momentos/desvio padrédo

Parametros Grupos
Veneno Controle

RBC TO 5,46 £ 0,19 A 5,15+ 0,53 A
(x10%/l) TF 4,82+0,48B 4,45+0,49B
HGB TO 16,7+ 0,54 A 153+ 1,70 A
(g/dl) TF 14,4+ 0,60 B 13,1+157B
VG TO 475+6,28 A 46,7 +4,80 A
(%) TF 43,0+4,73B 415+4,97B
VCM TO 78,4 £ 2,62 77,1+1,39
(fL) TF 79,1+ 2,53 77,7+1,21
HCM TO 30,6 £1,01 29,8 £ 0,57
(pg) TF 30,4 + 1,50 29,5+0,79
CHCM TO 39,2 +2,23 38,6 +£ 0,95
(g/dl) TF 38,4 £ 2,27 38,0 +1,04
RDW TO 39,7 £ 2,62 38,7+ 1,20
(fL) TF 39,8 £ 2,69 38,8+ 1,57

Meédias seguidas de letras minusculas iguais na linha ou letras maidsculas iguais na coluna néo diferem
entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

Todavia, deve ser salientado que os animais ndo apresentaram um quadro de anemia conforme
Thrall et al., 2012 (Tabela 8) e nos esfregacos sanguineos ndo foram visualizadas alteracdes de
formato ou cor nas hemacias. Os indices hematimétricos e RDW ndo apresentaram diferenca
entre os tempos de avaliacao.

Tabela 8: Valores hematoldgicos de referéncia para cobaias.

RBC HGB VG VCM HCM CHCM
x10°/pl g/dl % fL Pg %
Cobaia 41-6,1 10,5-15,3 35,9-48,3 75,0-91,0 - 28,2-330 a

5,49 - 8,69 11,4-135 37,5-44,2 54,6 -62 16,5-18,8 26,1-341 Db

Adaptado de (a) Thrall et al. Veterinary Hematology and Clinical Chemistry, 2012, p. 225-232, (b) Weiss
e Wardrop. Schalm’s veterinary hematology, 2010, p.893-898.

A avaliacdo dos pardmetros, RBC, HGB e VG, em conjunto servem para determinar a
normocitemia (quando os valores estdo dentro dos valores e referéncia), anemia (concentragdes
abaixo dos valores de referéncia) ou policitemias (acima dos valores de referéncia) (Paes et al.,
2009; Thrall et al., 2012). Apesar de ter ocorrido uma diminuicdo desses pardmetros em todos
0s animais, esses apresentam um quadro de normocitemia.
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A diminuicdo poderia ser decorrente de hemorragias e/ou hemdlise, mas nenhuma alteracéo
nesse sentido foi observada e ndo havia fator determinante para tal no grupo controle. O efeito
hemorragico nos envenenamentos experimentais por M. surinamensis ndo foi relatado em
estudos de Barros et al. (1994), concordando com o observado em nosso estudo. Esse efeito foi
descrito apenas nos envenenamentos experimentais por M. fulvius, M. frontalis e discretamente
observado em M. averyi (Barros et al., 1994; Francis et al., 1997; Arce-Bejarano et al., 2014).

A atividade hemolitica direta ndo foi evidenciada nas principais espécies de Micrurus, mesmo
em aplicacBes de altas concentracdes do veneno (Roodt et al., 2012). A atividade hemolitica
indireta esta presente nos envenenamentos por serpentes do género M. fulvius, M. frontalis, M.
corallinus, M. lemniscatus, M. altirostris, M. balyocoriphus, M. pyrrhocryptus, M. nigrocinctus
e € bem menor nos envenenamentos experimentais por de M. surinamensis (Jorge e Buraretchi,
2003, Roodt et al., 2012). Hemolise intravascular in vivo foi observada apenas em
envenenamento experimental por M. fulvius em camundongos (Arce-Bejarano et al., 2014). A
acdo hemolitica esta correlacionada diretamente com a quantidade de PLA, presente no veneno
(Roodt et al., 2012), que ¢ minima no veneno de M. surinamensis (Olamendi-Portugal et al.,
2008), justificando a ndo observacdo de hemolise nos animais avaliados neste estudo.

Ressalta-se que foi coletado um pequeno volume de sangue no Tempo zero (3ml) incapaz de
causar uma hipovolemia nos animais, ja que 0s mesmos apresentavam um peso médio de 700g
de peso vivo. Portanto, como ndo ocorreu alteraces na amplitude de distribuicdo dos glébulos
vermelhos (RDW), conclui-se que estas alteracdes ndo foram causadas pelo veneno de M.
surinamensis.

5.3.2 — Leucograma

Os resultados do leucograma (tabela 9) apresentam o nimero de leucécitos totais e a contagem
diferencial de leucdcitos.
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Tabela 9: Valores médios e desvio padrdo do leucograma de cobaias, antes (Tempo zero) e 2h
apos (Tempo Final) a injecdo de veneno Micrurus surinamensis (grupo veneno) e PBS/BSA
(grupo controle).

Momentos/desvio padrédo

Parametros Grupos

Veneno Controle
Leucécitos totais TO 78+22A 9,6+2,0
(x10%/pl) TF 13,0+x1,5B 11,5+3,0
Heterdfilos TO 46,4+11,4 A 59,5+ 19,0
(%) TF 68,4+10,7B 58,7 +19,7
Heterdfilos TO 3764,2 +1519,9 A 5766,7 + 2039,6
(/) TF 9020,4 +2108,9B 6468,2 + 2200,2
Eosindfilos TO 16+1,8 0,33+0,5
(%) TF 08+13 1,17+1,9
Eosinofilos TO 129,2 +176,1 35,3+55,9
(/) TF 93,2 £ 153,6 105,7 £ 174,7
Linfocitos TO 478+112A 343+19,1
(%) TF 23,4+981B 33,7+22,8
Linfocitos TO 3809,8 + 1426,9 3175,8 + 1522,2
(/) TF 3022,6 + 1205,7 4218,8 + 3705,2
Basofilos TO 02+04 0,0+0,0
(%) TF 0,6+0,5 02+0,4
Basofilos TO 16,8 £ 37,6 0,0+0,0
(/u) TF 75,8 £ 70,6 18,7 £ 45,7
Mondcitos TO 4,0+3,24 58+25
(%) TF 6,8+ 2,28 6,3+2,7
Mondcitos TO 340,0 £ 303,5 A 588,8 + 348,9
(/ul) TF 888,0 £ 286,8 B 672,0 £210,3

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na linha ou letras maiusculas iguais na coluna ndo diferem

entre si segundo andlise de regressdo por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

Os valores de referéncia para a espécie estdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10: Valores de referéncia do leucograma para cobaias.

Leucocitos Heterdfilos Eosinofilos Linfécitos Basofilos Mondcitos

X107/l % % % % %
Cobaia 32-15 1835 15 55-75 0-3 3-12 a
78-207 217-477 21-78  413-685 06-27 246584 b

Adaptado de (a) Mitruka e Rawnsle (1977) e (b) Schermer (1967) citados por Weiss e Wardrop. Schalm’s
veterinary hematology, 2010, p.893-898.

Nas cobaias que receberam veneno de M. surinamensis, houve aumento significativo (p<0,05)
no namero de leucécitos ao tempo final, que passou de 7,8 + 2,2 para 13,0 + 1,5/ul de sangue.
Os leucdécitos sdo células brancas, de defesa do organismo que participam de processos
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inflamatdrios e imunoldgicos. Sdo produzidos na medula d6ssea pelo processo de leucopoiese e
liberados na circulacdo sanguinea para posterior migracdo para tecidos, inclusive na regido
marginal de vasos sanguineos (Paes et al., 2009). O aumento de leucdcitos também foi descrito
em envenenamentos por Micrurus na América do Norte, sendo o leucograma um dos exames
recomendados nesses casos (Peterson, 2006). Este relato corrobora com o resultado encontrado
neste estudo, mostrando que o envenenamento por M. surinamensis, uma serpente encontrada
na América do Sul, provoca aumento no nimero total de leucécitos, possivelmente, devido ao
processo inflamatorio local agudo.

Heterdfilo € o mesmo que neutréfilo, mas recebe nomenclatura diferenciada para cobaias devido
a presenca de nucleo segmentado e eosinofilico diferente dos neutréfilos dos outros mamiferos
domeésticos (Thrall et al., 2012). Da mesma forma que os leucdcitos totais, ap6s a inje¢do do
veneno de M. surinamensis, as cobaias apresentaram aumento significativo (p<0,05) do nimero
relativo e absoluto dos heterdfilos, sendo estas células responsaveis pela leucocitose. Os
heterofilos participam da resposta inflamatoria sendo atraidos quimicamente, onde realizam a
fagocitose de organismos estranhos. Seu aumento esta associado principalmente a processos
infecciosos (bactérias, virus, fungos ou protozoarios), anemia hemolitica imunomediada e
necrose. Na inflamacdo aguda, eles sdo recrutados da parede dos vasos 0 que ocorre também em
casos de estresse e dor (Couto, 2010; Thrall et al., 2012). Ressalta-se que o grupo controle, que
recebeu injecdo IM de PBS/BSA ndo apresentou alteracdo do leucograma.

Em relacdo aos linfécitos, houve uma diminuicao significativa (p<0,05) nos valores relativos no
TF, no grupo que recebeu veneno de M. surinamensis. A diminuicdo no nimero total de
linfdcitos ocorre em casos de inflamacdo aguda, levando a migracdo das células para os tecidos
inflamados e linfonodos. Essa diminuicdo pode ocorrer concomitante a neutrofilia, como
ocorreu nos animais estudados (Paes et al., 2009; Thrall et al., 2012).

Em relacdo aos mondcitos, houve aumento (P<0,05) no nimero absoluto nos animais que
receberam veneno de M. surinamensis no TF. O aumento pode ocorrer concomitante ao
aumento de heterofilos devido aos mesmos precursores em processos inflamatérios, casos de
necrose, hemdlise ou hemorragias (Weiss e Wardrop, 2010; Thrall et al., 2012).

Nesse sentido, as possiveis causas do aumento de heterofilos e monécitos e diminuicdo dos
linfécitos nos animais envenenados pode ser devido ao quadro grave e agudo deste
envenenamento, manifestado por significativas alteragdes clinicas, neuroldgicas e cardio-
respiratorias, aléem das lesGes musculares (mionecrose) observadas na microscopia Optica e
eletrdnica (que serdo descritas adiante) que atraem células leucocitarias para os tecidos, uma vez
que a distribuigdo do veneno é rapida e ampla (Lomonte et al., 2016).

Eosinofilos e basofilos ndo apresentaram alteragdes nos seus nimeros nos tempos avaliados e
nos diferentes grupos.

5.3.3 — Coagulacao
5.3.3.1 - Plaquetas

N&o houve alteragcdes no nimero de plaquetas antes e apds a injecdo de veneno ou PBS/BSA
(comparacéo entre tempos). Entretanto, no tempo final, os grupos séo diferentes estatisticamente

65



(P<0,05), devido a menor contagem plaquetéaria apresentada pelo grupo controle (PBS/BSA)
(Tabela 11). Esses valores encontram-se discretamente abaixo dos limites de referéncia para
cobaias, entre 161 a 368 x10*/ul de acordo com Weiss e Wardrop (2010). Como foram
encontrados agregados plaquetarios em todas as laminas de esfregacos sanguineos dos grupos
controle e veneno nos dois tempos, os resultados encontrados ndo representam uma alteracéo
clinica. Esse fato pode ocorrer devido a dificuldade da coleta de sangue ou mesmo pelo estresse
da coleta (Paes et al, 2009, Thrall et al., 2012).

Tabela 11: Valores médios e desvio padrdo do namero de plaquetas/pl de sangue de cobaias,
antes (Tempo zero) e 2h ap6s (Tempo Final) a injecdo de veneno Micrurus surinamensis (grupo
veneno) e PBS/BSA (grupo controle).

Momentos/desvio padrdo

Parametros Grupos

Veneno Controle
PLT TO 232,0 £102,4 211,2+162,7
(x10%/ul) TF 3758+ 1713 a 150,0+ 1035 b

Meédias seguidas de letras minusculas iguais na linha ou letras maidsculas iguais na coluna néo diferem
entre si segundo analise de regressdo por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

As plaquetas sdo elementos corpusculares desprovidos de nacleos, altamente sensiveis a
qualquer alteracdo fisica ou quimica do sangue ou sistema cardiovascular, apresentando rapida
resposta, para minimizar danos vasculares, modular respostas alérgicas e inflamatérias Também
servem para avaliar a hemostasia primaria que envolve a interacdo entre a parede dos vasos.
Quando ha uma lesdo vascular, além da vasoconstricdo, ha ativacdo de plaquetas e fatores para
sua adesdo e agregacdo para agir na reparacdo do dano (Paes et al., 2009). Como ndo houve
alteracdo macro e microscopica no local da &rea de aplicacdo do veneno, tais como formacéo de
halo hemorragico, petéguias ou equimoses, (exceto um animal do grupo veneno que apresentou
areas de hemorragia na musculatura esquelética em avaliagdo histoldgica), sugere-se 0 ndo
envolvimento plaquetério nas primeiras duas horas do envenenamento.

As plaquetas desempenham uma funcdo crucial na hemostasia, mas também sdo responsaveis
pela trombose patogénica (Weiss e Wardrop, 2010). Serpentes da familia Elapidae possuem
componentes no veneno capazes de inibir a agregacdo de plaquetas através da acdo de L-amina-
oxidases ou PLA; (Rosso et al., 1996, Alape-Girdn et al., 1999, Sakurai et al. 2001, Satish et
al., 2004). Nesta pesquisa, ndo foram vistas alteracfes plaquetarias semelhantes as descritas em
outros elapideos.

5.3.3.2. TTPa, TP e fibrinogénio

Nenhum dos trés pardmetros avaliados (Tempo de tromboplastina parcial ativada —TTPa,
Tempo de protrombina -TP e concentragdo de fibrinogénio) mostrou diferenca significativa na
comparacdo dos tempos no grupo veneno e controle (Tabela 12), revelando que o veneno nas
primeiras duas horas ndo altera a cascata de coagulacéo.
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Tabela 12: Valores médios e desvio padrdo de TTPa (seg), TP (seg) e concentracdo de
fibrinogénio (mg/dl) de cobaias, antes (Tempo zero) e 2h ap6s (Tempo Final) a injecdo de
veneno Micrurus surinamensis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo controle).

Momentos/desvio padrédo

Parametros Grupos

Veneno Controle
TTPa TO 61,6 + 89,4 41,6+31,8
(seq) TF 61,2 + 90,8 46,2+75,9
TP TO 73,9+37,2 85,5+43,4
(seq) TF 36,6 + 18,3 49,4+£17,0
Fibrinogénio TO 196,4 + 102,9 220,7 £113,0
(mg/dl) TF 132,6 +119,6 185,5+ 90,2

Meédias seguidas de letras minusculas iguais na linha ou letras maidsculas iguais na coluna néo diferem
entre si segundo analise de regressdo por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

TTPa é o teste mais comumente empregado para verificacdo do mecanismo intrinseco da
coagulacdo, para o diagnostico de anomalias dos fatores da coagulacdo XII, X1, IX, VII, X,
protrombina e fibrinogénio. O TP fornece indicacdo sobre a quantidade total de protrombina
presente no sangue, sendo utilizado para identificar as anormalidades dos fatores envolvidos no
sistema no sistema extrinseco, protrombina e fatores V, VIl e X. Alteracdo na hemostasia
secundaria, na deficiéncia dos fatores de coagulacdo, leva a perdas sanguineas graves (Carlos e
Freitas, 2007; Baker, 2012). Nos animais envenenados ndo foram observadas hemorragia ou
hemolise.

O fibrinogénio é uma proteina produzida no figado e normalmente serve para verificar
ocorréncia de processos inflamatérios e distarbios da coagulacdo (hemostasia secundaria) (Paes
et al., 2009; Baker, 2012). A hiperfibrinogenemia pode ocorrer em casos de desidratagdo (como
ocorre no aumento das demais proteinas), em processos inflamatorios em varias espécies
domésticas e sua diminuicdo ou auséncia ocorre em distlrbios de coagulacdo, como observada
frequentemente nos acidentes botrépicos e crotélicos (Sakate, 2008; Baker, 2012). O aumento
de fibrinogénio em acidentes por Micrurus foi descrito por Peterson (2006), mas ndo foi
observado nesta pesquisa.

O veneno da M. surinamensis possui baixa atividade hemolitica e ndo possui atividade
hemorragica (Cecchini et al., 2005; Roodt et al., 2012). Clinicamente os animais avaliados neste
estudo ndo apresentaram sinais de hemolise ou hemorragia que determinassem a agdo do
veneno, com exce¢do de um animal que apresentou micro-hemorragias na musculatura
esquelética na avaliacdo histoldgica.

Salazar et al. (2011) estudando as fragbes do veneno da espécie M. tener tener, demonstraram a
presenca da atividade fibrinolitica, formagdo de fibrina instavel, além dos inibidores da
atividade do Fator Xa. Isto mostra que algumas cobras-corais possuem capacidade de alterar a
cascata da coagulacdo, mas devido a grande variabilidade na composi¢cdo do veneno destas
serpentes (Lomonte et al., 2016), tais atividades ndo sdo observadas em todas as espécies, como
observado para M. surinamensis neste trabalho.

As Najas, pertencentes a familia Elapidae, podem interferir na cascata da coagulacdo. Gerads et
al. (1992) descreveram um tipo de metaloprotease presente no veneno da Naja naja oxiana
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capaz de ativar o Fator V, tornado a atividade do Fator Va consideravelmente mais baixa,
comparado ao mesmo fator ativado pela trombina. E, no veneno da N. haje foi identificada uma
PLA,, caracterizada como o primeiro inibidor direto da trombina encontrado em venenos da
familia Elapidae (Osipov et al., 2010). O conhecimento desses efeitos em outras espécies de
elapidios é importante para a busca dos diferentes potenciais toxicos do veneno das Micrurus.

LesBes vasculares sdo observadas principalmente em acidentes botrépicos (familia Viperidae),
devido as metaloproteases presentes no veneno dessas serpentes que possuem agdo
vasculotéxica destruindo o endotélio vascular de capilares (Melo et al., 2005). Em cobras-
corais, foi observada hemorragia em camundongos envenenados experimentalmente por M.
frontalis e essa acdo foi atribuida a um tipo de PLA, com capacidade hemorragica (Francis et
al., 1997). O veneno da M. surinamensis possui uma fracdo muito pequena composta por PLA,
(Olamendi-Portugal et al, 2008), tornando pouco provavel a ocorréncia de alteracdes
significativas causadas por essas proteinas. A hemorragia na musculatura de um animal do
grupo veneno poderia ser devido a algum componente ainda ndo descrito do veneno com essa
fung@o? Mais estudos a esse respeito devem ser realizados para tais esclarecimentos.

O veneno de M. surinamensis, ndo causou alteracGes significativas na hemostasia de cobaias 2h
apos. Nao existem relatos na literatura sobre TP e TTPa em animais envenenados por Micrurus,
e alteracBGes na cascata de coagulacdo somente foram relatadas por Salazar et al. (2011), que
utilizaram outros protocolos para avaliacdo da cascata de coagulacao.

5.4 - Bioquimica sanguinea

Os valores médios das enzimas creatina quinase (CK), fracdo MB (CK-MB), aspartato
aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH), alanina aminotransferase (ALT), gama
glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA) estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13: Valores séricos médios em U/L e desvio padrdo de CK, CK-MB, AST, LDH, ALT,
GGT e FA de cobaias, (Tempo zero) e 2h apds (Tempo Final) a injecdo de veneno Micrurus
surinamensis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo controle)

Momentos/desvio padrédo

Parametros Grupos

Veneno Controle
CK TO 11733+ 7825 A 2731,1 + 1660,2
(U/L) TF 6482,1 + 47824 a,B 3144,1 +1328,8 b
CK-Mb TO 247,3+100,7 A 300,9+81,0
(U/L) TF 694,0 +270,5 a,B 340,8 +2339b
AST TO 112,7+81,3 A 458+12,1
(U/L) TF 2427 +75,5 a,B 456+16,1b
LDH TO 465,1+ 1924 A 508,1 + 253,7
(U/L) TF 1025,1 +473,8 a,B 695,1+701,9b
ALT TO 48,1+14,0a 94,0+17,6 b
(U/L) TF 41,2+9,73a 87,0+20,2b
GGT TO 11,0+ 10,1 5,79 + 3,39
(U/L) TF 6,82 4,12 7,46 £ 4,34
FA TO 51,4 £23,4 62,8+21,2
(U/L) TF 57,0+ 19,2 65,7 + 32,1

Meédias seguidas de letras minUsculas iguais na linha ou letras maiusculas iguais na coluna nédo diferem
entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

As enzimas CK e CK-MB sdo importantes na avaliacdo de lesbes musculares da musculatura
esquelética e cardiaca, respectivamente, e podem ser utilizadas conjuntamente com as enzimas
AST, LDH e ALT.

Como as enzimas AST e ALT ndo sdo orgdo-especificas também sdo utilizadas para avaliacdo
hepética, conjuntamente com enzimas marcadoras de obliteracdo de canaliculo biliar, como
GGT e FA. Além das enzimas, sdo utilizados outros parametros relacionados com sintese
hepaética tais como, proteinas, fatores de coagulacéo e ureia.

5.4.1 - Avaliacdo muscular

As enzimas CK, CK-MB, AST e LDH apresentaram elevacao significativa (P<0,05) em até 2h
apos a inoculagdo do veneno de M. surinamensis (Tabela 13).

Nos animais envenenados, o aumento de CK, de 1173,3 (T0) para 6482,1 (TF) foi
extremamente alto: 452,5% maior quando comparado aos valores basais (T0), ou seja, cerca de
5,5 vezes maior que a concentracao inicial da enzima. Essa diferenca foi extremamente alta para
0 periodo de avalia¢do de apenas duas horas, como pode ser visualizado na figura 22-a, onde o
grupo veneno no TF mostrou um aumento consideravelmente maior, em comparagdo com o
mesmo tempo do grupo controle. A literatura relata que o pico da enzima normalmente ocorre
cerca de 6-12 horas apds o dano (Allison, 2012), mas altos niveis de CK podem ser observados
em até trés horas de envenenamento por cobras-corais (Gutiérrez et al., 1983; Peterson, 2006).
Todavia, Roodt et al. (2012) relataram discreto aumento de CK em camundongos envenenados
experimentalmente por M. surinamensis. Ressalta-se o0 veneno de M. surinamensis §é
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considerado com alta capacidade citotoxica e neurotdxica, segundo estudos de Schezaro-Ramos
et al. (2016).

O aumento na concentra¢do da fragdo MB (CK-MB), de 247,3 UI/L (TO) para 694,0 UI/L apds
injecdo do veneno foi de 180,6%, um acréscimo consideravel (Figura 22-b). A ocorréncia de
lesdo cardiaca ap6s envenenamento por M. surinamensis ainda ndo havia sido descrita na
literatura. A enzima CK-MB, que é uma fragdo da CK total, é um importante marcador de lesdo
cardiaca em células miocérdicas (Valberg, 2008; Allison, 2012). Uma parte da enzima CK
encontrada nas membranas mitocondriais pode representar até 15% da atividade total da CK
cardiaca.

Figura 22 (a e b): Valores médios de CK (UI/L) (a) e CK-MB (UI/L) (b) de cobaias, antes
(Tempo zero) e 2h apés (Tempo Final) a injecdo de veneno Micrurus surinamensis (grupo
veneno) e PBS/BSA (grupo controle).
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A CK é uma enzima encontrada em altas concentra¢fes na musculatura esquelética, musculo
cardiaco, musculo liso e cérebro. Esta presente no citoplasma das células musculares, inclusive
em membranas mitocondriais e fornece ATP para contragdo muscular por fosforilacdo de ADP
a partir de fosfato de creatina e € liberada quando ocorre algum tipo de dano a essas células
(Valberg, 2008; Allison, 2012). A fracdo CK-BB estd presente no cérebro; a CK-MM, nos
musculos esquelético e cardiaco e, a CK-MB, principalmente no cora¢do (Thompson, 1997;
Valberg, 2008).

Discretos aumentos de CK podem ocorrer apds inje¢fes intramusculares, ferimentos e decubito
prolongado que podem levar a pequenas lesdes (Thompson, 1997; Valberg, 2008). Por outro
lado, aumentos elevados nos niveis de CK tém significado clinico; um aumento de trés a cinco
vezes nos valores basais pode significar uma lesdo em cerca de 20 gramas de mulsculo, em
mamiferos domésticos (Valberg, 2008). Portanto, valores extremamente altos para CK, nos
animais envenenados, revelam uma lesdo muscular significativa. Ndo foram encontrados na
literatura valores de referéncia de CK e CK-MB em cobaias para fins comparativos.

Outras enzimas avaliadas também contribuiram para comprovar ocorréncia de lesdes
musculares, apesar de ndo serem especificas para danos musculares como a CK. A enzima AST,
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estd presente em altas concentragbes na musculatura esquelética, figado e em células da
musculatura cardiaca (Allison, 2012) e elevacBes de suas atividades foram relatadas em
numerosas desordens musculares caracterizadas por necrose de miofibras (Valberg, 2008).

O aumento de AST nos animais do grupo veneno de 112,7 (T0) para 242,7 (TF), representou
um crescimento de 115,3%, que contribuiu para confirmar a ocorréncia de lesdo na musculatura
esquelética e cardiaca (Figura 23-a). Ressalta-se que essa enzima também é utilizada como
marcador de lesdo hepéatica. Mas, como ndo foram observadas alteracfes microscdpicas do
figado, essa lesdo foi desconsiderada, além da auséncia de alteragBes das enzimas hepaticas
(GGT e FA), que seréa discutida posteriormente.

Os valores de LDH sérico passaram de 465,1 (T0) para 1025,1 (TF), um aumento de 120% ap6s
a aplicacdo do veneno e apesar de sua pouca especificidade, a ocorréncia de lesdo muscular
pode ter a maior contribuicdo para essa elevacdo (Figura 23-b).

Figura 23 (a e b): Valores médios de AST (UI/L) (a) e LDH (UI/L) (b) de cobaias, antes
(Tempo zero) e 2h apés (Tempo final) a injecdo de veneno Micrurus surinamensis (grupo
veneno) e PBS/BSA (grupo controle).
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A enzima LDH, que catalisa a oxidacdo reversivel de piruvato a L-lactato possui uma série de
isoenzimas presentes nos eritrocitos, hepatocitos, musculos e miocérdio. Devido ao fato destas
isoenzimas terem ampla distribui¢do no organismo, o aumento sérico de LDH pode ser de dificil
interpretacdo na medicina veterinaria, necessitando da analise juntamente com outras enzimas,
como a CK para deteccdo de lesao muscular (Gonzélez e Scheffer, 2003; Valberg, 2008).
Lesdes musculares de etiologias variadas podem se relacionar com o aumento desta enzima.
Além disso, exercicio prolongado e hepatopatias também podem elevar os valores desta enzima
(Kaneko, 2008). Valores de referéncia para essa enzima em cobaias ndo foram encontrados.

A enzima ALT ndo é uma enzima Orgao-especifica, e estd presente no citoplasma de células
hepaticas, musculares e nos rins. Em cobaias, sua atividade em células cardiacas é equivalente a
sua atividade hepética, uma particularidade para a espécie (Campbell, 2012). Os resultados para
essa enzima, ndo mostraram diferenca estatistica entre os tempos avaliados do grupo veneno e
controle.
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Desse modo, avaliando os marcadores de lesdo muscular, pode-se afirmar que o veneno de M.
surinamensis, apesar de ser considerado de baixo potencial miotdxico segundo Gutiérrez et al.
(1983) por possuir uma fragdo muito pequena de PLA, (Olamendi-Portugal et al., 2008), foi
capaz de provocar sérios danos musculares em apenas duas horas de envenenamento. O
aumento de CK observado nesse estudo foi bastante significativo, diferindo dos valores
observado por Roodt et al. (2012) que relataram discreto aumento para essa enzima em estudos
com camundongos.

Essa alta capacidade citotdxica observada neste trabalho estd de acordo com estudos de
Schezaro-Ramos et al. (2016), como ja foi citado. E apesar da pequena fracdo fosfolipasica
presente no veneno de M. surinamensis, fracdo normalmente relatada como miotdxica, o veneno
dessa espécie mostrou sua capacidade de causar lesdo muscular. Além disso, a hipdxia tecidual
proveniente da insuficiéncia respiratéria provocada pelo bloqueio neuromuscular, que foi
evidenciada nos animais, pode ter influenciado no influxo de célcio intracelular, provocando
danos mitocondriais e em membranas (Geihs, 2014).

Serpentes do género Crotalus (familia Viperidae) também possuem PLA, como causadoras de
lesdo muscular em associacdo com outra fragdo, a crotapotina. Elas promovem a rupturas de
fibras e de organelas intracelulares, levando ao influxo de célcio e efluxo de CK, LDH e AST
(Lago et al., 2012). Essas alteracdes enzimaticas (muscular esquelética) foram semelhantes ao
observado em nossos estudos com a M. surinamensis.

A lesdo cardiaca evidenciada nesse trabalho ndo estava descrita na literatura para a espécie M.
surinamensis. As alteracdes cardiacas descritas nos envenenamentos por M. fulvius, se devem
principalmente pela acdo da PLA,, a maior fracdo do veneno, que provoca leses musculares
(Weis e Mclsaac, 1971) e pela ocorréncia de hemolise intravascular, que causa uma brusca
queda de pressao arterial (Arce-Bejarano, 2014). O veneno da M. surinamensis é bem diferente,
pois ndo tem efeito hemolitico comprovado e possui efeito fosfolipasico muito menor,
comparado com o de M. fulvius e com a maioria das espécies de Micrurus estudadas (Cecchini
et al., 2005; Olamendi-Portugal et al., 2008; Tanaka et al., 2010; Roodt et al., 2012).

5.4.2 - Avaliacdo hepética

Das enzimas marcadoras de lesdo hepética, a AST mostrou um aumento significativo no TF de
avaliacdo em comparacdo ao TO, no grupo veneno, ja discutida anteriormente na secdo de
avaliacdo muscular. O aumento de LDH também foi significativo, mas da mesma forma, essa
enzima ndo especifica para avaliagdo hepatica. As demais enzimas, ALT, GGT e FA, ndo
apresentaram alteracdo entre os tempos e grupos avaliados.

A gama-glutamiltransferase (GGT) é uma enzima presente em todas as células, com excecéo do
musculo. Apresenta grande atividade nos rins e figado, mas somente é encontrada no plasma
proveniente das células hepaticas, uma vez que a GGT de origem renal é excretada na urina. O
aumento dessa enzima se relaciona com colestase, por estar presente nos canaliculos das células
hepaticas e, particularmente, nas células epiteliais que revestem os ductos biliares (Gonzalez e
Scheffer, 2003; Kaneko, 2008). Na cobaia, a GGT possui maior especificidade hepéatica quando
comparada ao rato (Campbell, 2012). Ndo foram encontrados valores de referéncia para a
espécie na literatura.
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Os valores observados para a enzima FA apés injecdo de veneno de M. surinamensis estdo
situados entre os valores de referéncia para a espécie, que variam de 55-108 U/L segundo
Campbell (2012), e ndo tiveram alteragdo significativa em relagdo ao TO. A fosfatase alcalina
(FA) também é uma marcadora de colestase e alteracdes hepaticas. FA possui maior
concentracdo em células osteoblasticas na membrana 6ssea, no epitélio biliar e células epiteliais
e em menor concentragdo nos rins e intestino (Allison, 2012; Campbell, 2012).

As enzimas AST e ALT possuem grande importancia na avaliacdo hepatica, assim como na
avaliacdo muscular. Os valores de referéncia para AST variam de 26-68 U/L e os valores de
referéncia para ALT variam de 25-59 U/L em cobaias (Campbell, 2012). Como o grupo controle
ja no tempo zero (valores basais) apresentavam valores de ALT acima do limite superior
relatado por Campbell (2012), isso ndo foi considerada uma alteracdo clinica.

A avaliacdo hepatica pode ser feita também pelos testes relacionados com a sintese hepatica,
assim concentracao de albumina, ureia (que serdo discutidos nos préximos tdpicos) e fatores de
coagulacdo. Os valores encontrados para esses parametros ndo mostraram diferenca
significativa (p<0,05), demonstrando que a produgdo dos mesmos ndo foi afetada em cobaias
duas horas ap6s o envenenamento elapidico.

Nao existem relatos na literatura de ocorréncia de lesdo hepatica nos envenenamentos por corais
verdadeiras. Desse modo, pode-se afirmar que no tempo avaliado, 0 veneno da M. surinamensis
nao causou danos no figado.

5.4.3 - Avaliacéo renal

Ureia e creatinina sdo metabolitos utilizados para avaliar a funcdo renal, sendo a creatinina a
mais especifica. O &cido Urico também pode ser usado para essa avaliagio como um
complemento na verificacdo de ocorréncia de calculos. Além desses metabdlitos, a avaliacdo
dos ions célcio, fosforo, sédio e potéssio e das proteinas totais sdo Uteis na avaliacdo de
alteracGes na filtracdo glomerular renal.

Os valores para os produtos de metabolismo, ureia, creatinina e acido Urico e para os eletrolitos,
calcio, fésforo, potéssio e sodio estdo apresentados na tabela 14.
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Tabela 14: Valores séricos médios e desvio padrdo dos metabdlitos ureia (mg/dl), creatinina
(mg/dl), e &cido Urico (mg/dl) e dos eletrélitos, célcio (mg/dl), fésforo (mg/dl), potassio
(mmol/L) e s6dio (mmol/L) de cobaias, antes (Tempo zero) e 2h ap6s (Tempo Final) a injecdo
de veneno Micrurus surinamensis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo controle).

Momentos/desvio padrdo

Parametros Grupos

Veneno Controle
Ureia TO 64,5+ 5,82 53,8 +12,3
(mg/dl) TF 65,7 +14,1 51,7+15,4
Creatinina TO 0,75+ 0,26 A 0,76 + 0,09
(mg/dl) TF 0,97 +0,26 B 0,81+0,14
Acido urico TO 2,44+0,86 A 1,75+ 0,69
(mg/dl) TF 4,49+1,79 aB 1,71+0,49 b
Célcio TO 10,2 £ 0,57 10,5+0,38
(mg/dl) TF 10,2+0,80 10,6 £ 0,31
Fosforo TO 6,28 £ 0,93 A 7,15+ 1,57
(mg/dl) TF 10,3+ 3,18 a,B 7,68+1,63b
Sédio TO 136,5+ 30,0 A 117,8 £9,32
(mmol/L) TF 140,3+31,1B 115,8 +4,80
Potéassio TO 4,56 +0,76 A 471+£1,11 A
(mmol/L) TF 9,21 +3,24B 7,79+175B

Meédias seguidas de letras minUsculas iguais na linha ou letras maiusculas iguais na coluna nédo diferem
entre si segundo analise de regressao por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

Houve um aumento significativo (p<0,05) na concentracao sérica de creatinina (0,97 + 0,26) na
comparacdo dos tempos no grupo veneno. Todavia, ainda é cedo para se afirmar que houve uma
lesdo renal, pois, os valores de creatinina encontram-se dentro dos limites considerados normais
(0,6 a 2,2 mg/dL) para a espécie. Podem ter ocorridas diminuicdes significativas na taxa de
filtracdo globular que refletem exatamente em pequenos aumentos no creatinina nas fases
iniciais da lesdo (Macedo, 2011). Também deve ser salientado que, valores normais de
creatinina, podem ndo significar normalidade renal. Indicam que, pelo menos 25% da massa
renal, estd funcionando de forma adequada na excrecdo e mantendo os niveis séricos dentro da
normalidade (Meuten, 2012).

A creatinina possui especificidade como marcadora, uma vez que é totalmente excretada pelos
rins e seu aumento sérico indica uma lesdo renal. E sintetizada no masculo, derivada
principalmente do metabolismo da creatina muscular. Sua elevagdo pode estar associada a
fatores pré-renais como diminuicdo do fluxo sanguineo renal e diminuicdo da filtragdo
glomerular, falha renal, falha na excrecdo, danos musculares e exercicios intensos (Lopes,
Biondo e Santos, 2007; Martos et al., 2012; Meuten, 2012).

Em relacdo & ureia, os valores de referéncia em cobaias variam entre 9 a 31,5 mg/gL (Campbell,
2012). Apesar de os valores de ureia, jA no momento basal, oscilarem entre 53,8 a 64,5mg/dL
(Tabela 14), isto ndo tem significado clinico ja que este parametro pode estar aumentado em
decorréncia da alimentacdo e outros fatores. A ureia é produzida no figado, proveniente da
metabolizacdo de proteinas, circula no sangue e é filtrada nos glomérulos renais para excrecio
na urina. Normalmente, cerca de 50% da ureia é reabsorvida nos tibulos proximais e 10% nos
tibulos coletores (Meuten, 2012). Apenas quando ha cerca de 75% de comprometimento renal,
ocorre uma elevacéo relevante em seu valor sérico, desse modo somente avaliando-se os valores
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de ureia ndo se pode detectar uma injdria renal aguda (Campbell, 2012). A concentracdo de
ureia é afetada por fatores pré-renais como ingesta proteica elevada, aumento do catabolismo de
proteinas e jejum prolongado. Devido a essas interferéncias, a ureia, quando analisada
unicamente, ndo é um bom indicador do funcionamento renal. Para se analisar a funcéo renal,
esse parametro deve ser interpretado juntamente aos niveis de creatinina, proteina e densidade
urinérias (Braun e Lefebvre, 2008).

Houve um aumento significativo (p<0,05) na concentragdo sérica de &cido urico (4,49 + 1,79),
na comparacdo dos tempos no grupo veneno. Ressalta-se que para acido Urico ndo foram
encontrados valores de referéncia (Campbell, 2012). O acido urico foi realizado como um
complemento, para avaliar a formacdo de cristais nos rins e outras condi¢fes clinicas, como
insuficiéncias renal e cardiaca congestiva (Meuten, 2012). O acido Urico é o produto final do
metabolismo das purinas e por sua atividade como depurador natural de radicais livres, pode ser
utilizado como marcador de estresse oxidativo, dano tissular e disfuncéo renal (Corominas et al,
2014). O urato é reabsorvido quase que totalmente no tdbulo proximal deixando cerca de 0-2%
de urato filtrado no lumen tubular, por isso a quantidade de &cido Grico na urina é de
aproximadamente 10% da quantidade de urato filtrada (Martin e Nieto, 2011).

Possiveis lesdes renais podem ocorrer nos envenenamentos por cobras-corais devido a lesao
muscular que libera mioglobina na circulagéo, podendo danificar os rins e em envenenamentos
por outras serpentes, cujo veneno causa hemolise com liberacdo de hemoglobina (Roodt et al.,
2012). As lesdes renais também podem ocorrer em animais com diminuigao da taxa de filtracdo
glomerular e alteracfes em nivel tubular, de reabsorcéo e excrecdo (Braun e Lefebvre, 2008).

A concentracdo dos eletrélitos célcio, fosforo, potassio e sodio, também sdo importantes na
avaliacdo de lesdes renais, ja que a concentracdo também sofre interferéncia nas alteracGes de
absorcdo e excrecdo renal.

Na média geral entre os animais estudados, o calcio ndo variou significativamente entre 0s
tempos TO e TF. O célcio exerce importante fun¢do na composicao dssea, em reacdes essenciais
como coagulacdo sanguinea, manutencdo da integridade e permeabilidade das membranas
celulares, estimulacdo dos musculos esqueléticos e cardiacos e condugdo neuromuscular.
Grande parte do célcio estd vinculado a proteinas plasmaticas (40-45% do caélcio total),
principalmente albumina e, complexado com ions ndo proteicos, como fosfato, citrato, lactato,
etc (5-10% do total de célcio) (Bohn, 2012). S6 o componente ionizado é fisiologicamente
ativo, e estd regulado pelo paratorménio (Favus e Langman 1986). O célcio ndo ligado a
proteinas é filtrado pelos glomérulos e amplamente reabsorvido pelos tubulos. Em animais
sadios isso resulta na recuperagdo de mais de 90% do célcio filtrado. O célcio ionizado exerce
diferentes fun¢bes no organismo (Bohn, 2012). De um modo geral, a concentragdo sérica de
calcio total reflete a concentracdo de calcio ionizado, contudo, no paciente com insuficiéncia
renal crénica (IRC), esta relagdo se perde (Chew e Nagode 1990). A maior concentracdo de
calcio e fdésforo esta no meio intracelular e seus niveis séricos normais dependem do controle
hormonal. A calcitonina, paratohorménio (PTH) e 1,25-dihidroxivitamina D (calcitrol ou
vitamina D), sdo seus principais reguladores (Bohn, 2012).

Os valores de referéncia para célcio variam de 8,2-12,0 mg/dl, portanto os valores médios
encontrados nos animais do grupo veneno e controle, estdo dentro da normalidade (Campbell,
2012).
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Ao contrario do observado para célcio, o fésforo mostrou um aumento significativo (p<0,05),
entre 0 TO e 0 TF nos animais do grupo veneno. O fosforo é o sexto elemento mais abundante
no organismo e, dentre suas inimeras fungdes, pode ser destacado o fornecimento de energia
para as atividades celulares. Para tanto, o fosfato organico ocorre sob a forma de compostos de
alta energia tais como creatina fosfato e o ATP. Cerca 85% do fosfato estdo contidos nos 0ssos
sob forma de hidroxiapatita; 14% estdo nas células de tecidos moles como constituintes de
compostos organicos e 1% esta presente no liquido extracelular. Do total de fosfatos no sangue,
30% apresentam-se sob forma organica como constituintes moleculares das hemacias e 70% séao
fons plasmaticos livres sob formas denominadas fosfato inorganico. A excrecdo fésforo diminui
com a reducdo da taxa de filtracdo glomerular e gera alteracGes no balanco de célcio e fosforo
(Rosol e Carpen, 1996; Martos et al., 2012).

Em cobaias, os valores de referéncia para o fésforo variam de 3,0-7,6 mg/dl (Campbell, 2012),
portanto o aumento na concentracdo desse ion no grupo veneno (10,3 + 3,18) mostrou-se acima
dos valores normais.

Em relacdo ao potassio, foi observado um aumento significativo (p<0,05), tanto no grupo
veneno quanto no grupo controle (Tabela 13). Mas quando se faz a comparacdo das médias
encontradas com os valores de referéncia para a espécie, que variam de 3,8-7,9 mmol/L, apenas
observou-se aumento no grupo veneno (9,21 + 3,24), valor este que ultrapassou o limite
superior de normalidade. O potassio é um elemento encontrado principalmente
intracelularmente, cerca de 98%. A distribuicdo de potassio através da membrana celular
desempenha um papel critico na manutencdo da excitabilidade cardiaca e neuromuscular.
AlteracBes na concentracdo de potassio que alteram a proporcdo de potéssio intracelular para
extracelular modificam o potencial de membrana. O balango depende dos rins onde o potassio é
filtrado pelos glomérulos e, parcialmente reabsorvido no tdbulo proximal juntamente com
outros eletrolitos que participam da reabsorcdo isosmotica de liquido e, parte deste, pode ser
secretado no tabulo distal (Bohn, 2012; Campbell, 2012).

O sb6dio também apresentou aumento sérico estatisticamente significativo (p<0,05) na
comparacdo dos tempos (TO e TF) no grupo veneno (140,3 £+ 31,1). O sbdio possui grande
importancia na fisiologia animal, atuando na regulacdo da pressdo sanguinea (volume e
osmolaridade) e na manutencdo das fungdes musculares e de nervos. A concentracdo de sodio
no sangue € determinada pela alimentacdo, ingestdo de liquidos e é excretado na urina. O
aumento nos niveis de sddio se deve principalmente a perda dgua maior que a excre¢do do
eletrolito e sua diminuicdo sérica associada ao processo inverso (Bohn, 2012).

Nos rins, 0 movimento de agua esta relacionado, de varias maneiras, ao transporte de sédio. A
reabsorcdo de sodio no tabulo proximal se produz de modo isosmotico e esta regulada para
manter o volume sanguineo, enquanto que na porgdo espessa ascendente da alca de Henle. A
reabsorcéo do sddio sem agua constitui a base tanto para a excre¢do do excesso de agua, como
para a conservagdo da &gua mediante producéo de urina diluida ou concentrada (Guyton, 2002).

Os valores séricos de referéncia para sédio em cobaias variam de 120-152 mmol/L (Campbell,
2012). Apesar de os valores encontrados estarem entre os limites de normalidade, 0 aumento em
curto periodo de tempo deve ser considerado.

A justificativa para o aumento niveis de fosforo, potassio e s6dio pode estar associado as lesdes
musculares provocadas pelo veneno ou & diminuigdo da eliminagdo pelos rins associada a um
dano renal consequente a lesdo muscular (Macedo, 2011). A degeneracédo e necrose celular ou a
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formacédo de poros nas membranas as torna permeaveis e altera a concentragdo dos eletrélitos
intra e extracelular. Outra justificativa seria a prépria acdo das neurotoxinas nos receptores
colinérgicos nicotinicos alterando também a permeabilidade de canais i6nicos e alteracdo
eletrolitica (Gasanov et al., 2015).

Outro fator que pode contribuir para avaliacdo da funcdo renal sdo as proteinas plasmaticas.
Geralmente as proteinas ndo sdo excretadas pelos rins, devido ao tamanho molecular que ndo
permite sua filtragdo pelo glomérulo, apenas uma pequena quantidade € filtrada e eliminada na
urina. Em casos de nefropatias, ocorre perda de proteinas e consequente diminuicdo sérica
(Juzado, Pérez e Diez, 2012; Lopes, Biondo e Santos, 2007; Meuten, 2012). Os valores séricos
de proteinas totais ndo mostraram diferenca significativa entre os tempos de avalia¢do, no grupo
veneno e controle (Tabela 14).

Considerando-se 0 aumento de creatinina e fons (fésforo, sodio e potassio), ndo se pode
descartar a acdo nefrotoxica direta do veneno, apesar de nenhuma alteragdo histoldgica na
microscopia Optica ter sido observada. Deve-se considerar que o tempo foi muito curto, apenas
duas horas, ou seja, superagudo. Lesdes renais diretas sdo relatadas em envenenamentos
botrépicos (familia Viperidae), como no caso da espécie Bothrops marajoensis, que provoca
reducdo na resisténcia vascular renal, no fluxo urinario e na taxa de filtracdo glomerular pela
acdo da LAO (presente em grande proporcdo no veneno dessa serpente) (Dantas et al., 2015). A
LAO também esta presente no veneno na M. surinamensis, mas em propor¢do muito baixa
(Olamendi-Portugal et al, 2008) e a ocorréncia de lesdo renal nesse envenenamento foi discreta
(Roodt et al., 2012).

As alteracbes observadas podem caracterizar um possivel inicio de insuficiéncia renal aguda
(IRA), que ocorre devido a alta suscetibilidade dos rins a efeitos da isquemia e de agentes
toxicos (Grauer, 2010). Sera que em periodos maiores de exposi¢do ao veneno, alteragdes mais
graves poderiam ocorrer?

VariagBes na absorcdo e excrecdo renais interferem diretamente no equilibrio &cido-base, além
disso, pacientes com dificuldade respiratdria (como ocorreu nos animais envenenados) pode
levar a uma retencdo de gas carbonico, hipoxemia e acidose respiratdria e metabolica (Grauer,
2010).

Apesar da possivel alteracdo na funcéo renal pelo aumento, principalmente da creatinina sérica,
fésforo, sodio e potassio, a lesdo ndo levou a alteracdo sérica de ureia. O aumento da creatinina
pode também ter ocorrido devido a lesdo muscular grave gue ocorreu nos animais envenenados.
Mais estudos sobre as lesdes renais em animais envenenados pela espécie M. surinamensis
devem ser realizados para melhor esclarecimento dos danos provocados.

O exame da urina serve como complemento na avaliagdo renal, mas nesse estudo, ndo foi
possivel sua realizacdo devido ao nimero reduzido de animais que ainda continham urina na
bexiga durante a necropsia. A auséncia de urina nos animais ndo ocorreu por restricdo a agua,
uma vez gque o acesso era livre. Possivelmente os animais, podem ter diminuido a ingestdo de
agua ou urinado antes de sua manipulacdo no inicio do envenenamento.
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5.4.4 — Proteinograma fracionado

Os valores para o proteinograma fracionado realizado por eletroforese horizontal, estéo
apresentados na tabela 15.

Tabela 15: Valores médios e desvio padrdo de proteina total (g/dl) e fracionada (g/dl)
mensuradas no soro de cobaias, antes (TO) e 2h ap6s (TF) a injecdo de veneno Micrurus
surinamensis (grupo veneno) e PBS/BSA (grupo controle)

Momentos/desvio padrdo

Parametros Grupos
Veneno Controle

PT TO 6,03 + 0,92 6,13 +£0,47
(g/dl) TF 6,10+ 1,15 5,60 + 0,54
Albumina TO 3,80 £0,57 3,78+0,47
(g/dli) TF 3,98+0,77 3,46 £0,51
AIG TO 1,91+0,12 1,62 £0,27
(g/dl) TF 2,01+0,35a 163+0,31b
a-1 globulina TO 0,69+0,17 0,70 £ 0,06
(g/dli) TF 0,75+0,14 0,70+0,15
a-2 globulina TO 0,84 +0,14 0,94 +£0,12
(g/dl) TF 0,84 + 0,26 0,75+0,15
B-1 globulina TO 0,15+ 0,08 0,19 £ 0,06
(g/dl) TF 0,16 + 0,06 0,20 £ 0,05
B-2 globulina TO 0,21 +0,11 0,32 £ 0,06
(g/dl) TF 0,26 + 0,09 0,32 £ 0,05
v globulina TO 0,16 £ 0,09 0,21 £ 0,09
(g/dl) TF 0,17 £ 0,10 0,18 £ 0,04

Médias seguidas de letras minuGsculas iguais na linha ou letras maiusculas iguais na coluna ndo diferem
entre si segundo andlise de regressdo por modelo misto em nivel de significancia p<0,05.

Avaliando os resultados da Tabela 15, percebe-se que as proteinas totais e as fracionadas nao
mostraram alteragdo na comparacdo entre os tempos, apenas um aumento na relacdo A/G
(P<0,05) entre os grupos (controle e veneno) no TF. Os valores de referéncia em cobaias para
proteinas totais, variam de 4,2-6,8 g/dl e para albumina, de 2,1-3,9 g/dL (Campbell, 2012).
Todavia, ndo foram encontrados valores de referéncia do fracionamento proteico para a cobaia.

As proteinas plasmaticas estdo envolvidas em multiplas fungdes, tais como manutengdo da
pressdo osmética e viscosidade do sangue, transporte de substancias (nutrientes, hormdnios,
metabdlitos), regulagdo do pH e coagulagdo do sangue. Sua sintese estd diretamente relacionada
com o estado nutricional do animal e com a funcionalidade hepética (Gonzéalez e Scheffer,
2003). A concentragdo das proteinas totais pode ser afetada por alteracdes de sintese hepatica,
desidratagdo ou super-hidratacdo (Juzado, Pérez e Diez, 2012).

O perfil fracionado das proteinas plasméticas para verificacdo das concentragdes de albumina e
globulinas (o, B e y) e a relagdo albumina/globulina (A/G). A albumina é a proteina mais
abundante no organismo e ¢ sintetizada no figado. As proteinas a e B globulinas sdo sintetizadas
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em resposta a processos inflamatdrios agudos (proteinas de fase aguda) e as y globulinas
(compostas pelas imunoglobulinas 1gA, IgM, IgE) aumentam nas inflamacGes cronicas
(Oliveira et al., 2015). Sugerem a ocorréncia também disfuncbes hepaticas, perdas proteicas,
sindromes nefréticas e outras alteracdes que ajudam no entendimento da resposta imunoldgica
(Naoum, 1990).

O fracionamento proteico em gel de agarose, realizado nas cobaias estdo apresentados na figura
24 e a curva gerada na leitura do gel, esta apresentado na figura 25. Em cobaias foi observada a
separagdo de seis bandas: albumina, o -1 globulina, o -2 globulina, -1 globulina e -2 globulina
e y- globulinas.

Figura 24: Gel de agarose demonstrando o fracionamento eletroforético das proteinas séricas de
cobaias (grupo controle). Notar a formacédo de seis bandas distintas.
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Figura 25: Perfil eletroforético demonstrando as seis fracGes proteicas do soro de cobaias
(animal do grupo controle).
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Apesar de o aumento de leucdcitos, discutidos anteriormente, indicarem a ocorréncia de um
processo inflamatdrio agudo, o tempo de avaliacdo ndo foi suficiente para gerar alteracdo nas
proteinas, tanto total como fracionada, sem diferencas entre os grupos e os tempos. O aumento
nas proteinas totais ocorre mais frequentemente em patologias crénicas, danos renais e
hepéaticos (Allison, 2012). Como ja relatado, os animais ndo apresentaram lesdo hepética ao
exame bioquimico e na avaliacdo histolégica e também ndo apresentavam sinais de
desidratacdo, o que pode justificar a normalidade das proteinas nos grupos.

5.5 - Avaliacdo Macroscopica e Histologica

A macroscopia de todos os 6rgdos, ndo foram observadas alteracdes nos dois grupos estudados.

5.5.1. Microscopia Optica

Foram realizados estudos microscopicos (microscopia optica) do cérebro, coracdo, figado, rins,
baco, pulmdes e musculo (biceps femoral). Com excecdo de uma cobaia do grupo veneno
(animal 5), que apresentou um acimulo de heterofilos nos vasos sanguineos cerebrais, somente
os tecidos musculares (esquelético e cardiaco) dos animais envenenados, foram o0s que
apresentaram alteracdes dignas de nota.

A histologia do tecido muscular esquelético revelou, no animal 2 do grupo veneno, necrose e
degeneracdo muscular multifocal a coalescente, separacdo das fibras e acimulo de material
eosinofilico (sugestivo de edema) com miosite linfocitico-plasmocitaria e heterofilica, conforme
demonstrado na Figura 26. E o animal 4 do grupo veneno, apresentou fibras musculares
esqueléticas com necrose caracterizadas por segmentacdo e floculacdo do sarcoplasma com
multiplos vaculolos, perda dos limites celulares e extravasamento de hemacias no endomisio
(hemorragia) (Figura 27).

80



Figura 26: Seccdo histoldgica de tecido muscular esquelético de cobaia (animal 2) ap6s injecao
de veneno da serpente Micrurus surinamensis apresentando fibras musculares normais (seta
verde), fibras com degeneracdo hialina (seta azul) e necrose (setas vermelhas). Coloragdo HE,
Bars = 100pum.

Figura 27. Seccdo histoldgica de tecido muscular esquelético de cobaia (animal 4) apds injecdo
de veneno da serpente Micrurus surinamensis apresentando fibras musculares com necrose
caracterizada por segmentacdo e floculagdo do sarcoplasma com maltiplos vacuolos, perda dos
limites celulares (seta vermelha), extravasamento de heméacias no endomisio (hemorragia) (seta
branca). Coloragdo HE, Bars = 100um.

Na maioria dos casos, a necrose da fibra muscular esquelética ocorre de forma segmentar (afeta
um segmento da fibra) e somente em casos de esmagamento muscular ou isquemia de grandes
areas, é que podem ocorrer lesGes que afetem toda a fibra (Barros, 2016). Processo semelhante
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foi visualizado na figura 26, com fibras com didmetro maior (perdem a angulosidade) com
sarcoplasma de coloragdo mais eosinofilica, perda de estriacBes e fragmentacdo com aspecto de
flocos ou granulos. O que ocorre apds a instauracdo do processo de necrose ird interferir
diretamente na recuperacdo da miofibra. Quando o aporte sanguineo nao € afetado ocorre a a¢éo
de células infamatdrias, principalmente macréfagos (derivados dos mondécitos do sangue), que
agem cerca de 24 a 48 horas ap6s a lesdo, na retirada dos detritos sarcoplasmaticos (Barros,
2016). No caso do animal 4, onde a microvasculatura foi comprometida, a recuperacdo da
musculatura, em acidentes naturais, poderia retardar a regeneracdo das fibras e formar areas de
fibrose.

O tipo de necrose observada nos dois animais do grupo veneno se distribuiu em trajetos
ramificados ao longo do masculo (Figura 28). Foram visualizadas desde a perda da
angulosidade das fibras até fibras necréticas.

Figura 28: Seccdo histoldgica de tecido muscular esquelético de cobaia (animal 2) apds injecao
de veneno da serpente Micrurus surinamensis mostrando a distribui¢cdo do veneno marcado por
areas de fibras com degeneracdo hialina (seta azul) e necrose (seta vermelha) miosite
heterofilica (seta laranja) na musculatura esquelética. Coloracdo HE, Bars = 200um.

e m— e - BT R AT

Estudos histoldgicos da musculatura esquelética de animais inoculados quatro horas ap6s a
aplicacdo via intraperitoneal do veneno de M. fulvius mostraram, fibras com perda da
angulosidade e com degeneracao hialina (Weis e Mclsaac, 1971).

A microscopia 6ptica do musculo cardiaco do animal 6 (grupo veneno), foram visualizados,
edema leve multifocal no miocardio e agregados de heterdfilos, eritrécitos e fibrina no musculo
papilar (Figuras 29 e 30). O animal 5 (grupo veneno) apresentou apenas uma miocardite focal
leve, enquanto que nas ldminas dos demais animais do grupo veneno, nenhuma alteracdo foi
observada. No grupo controle, observou-se uma miocardite linfo-plasmocitaria focal discreta no
animal 10 e agregado de heter6filos no interior de vasos sanguineos no miocardio, nos animais
8 e 12, excluindo a agdo do veneno como causador desta inflamacéo.
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Figura 29: Seccdo histoldgica de tecido muscular estriado cardiaco de cobaia (animal 6) ap6s
injecdo de veneno da serpente Micrurus surinamensis apresentando edema multifocal discreto
(setas amarelas) e fibras musculares cardiacas normais (seta branca). Coloracdo HE, Bars =
100pum.

Figura 30: Seccdo histoldgica de tecido muscular estriado cardiaco e fragmentos de musculo
papilar de cobaia (animal 6) ap6s injecdo de veneno da serpente Micrurus surinamensis
mostrando agregados de heteréfilos, eritrdcitos e fibrina (seta azul). Coloragdo HE, Bars =
100um.

O veneno da M. surinamensis mostrou discreta miotoxicidade na avaliagdo de microscopia
Optica, assim como descrito na literatura por Gutiérrez et al., 1983 e Roodt et al., 2012.
Todavia, as enzimas musculares aumentaram de forma significativa 2h ap6s a inoculacéo do
veneno: a CK teve um acréscimo de 452,5%; a CK-MB cerca de 115,3% e LDH 120%,
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mostrando que apesar de discretas alteragdes & microscopia optica, as lesbes musculares podem
ter ocorrido.

Os resultados encontrados em relacdo a agdo local do veneno de M. surinamensis diferem na
literatura consultada. Gutiérrez et al. (1983), afirmaram que o veneno da M. surinamensis nao
possui atividade edematogénica na musculatura esquelética (no local da aplicacdo do veneno),
diferente dos estudos de Cecchini et al. (2005), que mostraram a ocorréncia de discreto local,
apos aplicagdo do veneno.

5.5.2 - Microscopia eletronica

Foram enviados para a microscopia eletrénica fragmentos de musculo esquelético do animal 2
(grupo veneno) e do animal 8 (grupo controle), além dos fragmentos de musculo cardiaco dos
animais 6 (grupo veneno) e 7 (grupo controle). Os fragmentos musculares do grupo controle
serviram como padréo.

Na microscopia eletronica, as lesées musculares foram bem evidentes, com destruicdo das fibras
musculares esqueléticas (figuras 32 e 33). Nos dois animais, animal 2 (grupo veneno) e animal 8
(grupo controle), foram visualizados espagamentos entre as fibras musculares e mitocondrias
com vacuolizagdes, sugerindo possiveis alteracdes por preparacdo do material.

Para comparagdo, a figura 31 representa um muasculo esquelético normal em visdo
microestrutural.

Figura 31: Seccdo histolégica de tecido muscular esquelético normal (animal 8 do grupo
controle)(a) e apds injecdo de veneno de serpente Micrurus surinamensis (animal 2)(b) em visdo
microestrutural a 500nm mostrando perda de continuidade e grandes espacos entre as fibras. Em
detalhe, uma mitocéndria com vacuolizagdes.
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Figura 32: Seccdo histoldgica de tecido muscular esquelético de cobaia (animal 2) ap6s injecao
de veneno da serpente Micrurus surinamensis, mostrando perda de continuidade, grandes
espagos entre as fibras e em detalhe, uma mitocondria com vacuolizacbes em visdo
microestrutural a 500nm.

Na visualizacdo microestrutural das fibras esqueléticas cardiacas foram observadas lesdes
musculares semelhantes ao musculo esquelético, que ndo haviam sido visualizadas em
microscopia Optica (Figura 33). As fibras musculares cardiacas apresentaram perda de
continuidade, grandes espagos entre as fibras e mitocondrias vacuolizadas, nos animais do
grupo veneno e controle, sugerindo possiveis alteracbes por preparacdo do material. Para
comparacdo, a figura 33 representa um musculo cardiaco normal em visdo microestrutural.

Figura 33: Seccdo histoldgica de tecido muscular cardiaco normal (animal 7 do grupo
controle)(a) e apos injecdo de veneno de serpente Micrurus surinamensis (animal 6)(b)
mostrando as perdas de continuidade das fibras musculares, em visdo microestrutural a 500nm.

@) (b)
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Figura 34: Seccdo histoldgica de tecido muscular cardiaco de cobaia (animal 6) apds injecédo de
veneno da serpente Micrurus surinamensis em visdo microestrutural a 500nm mostrando as
perdas de continuidade das fibras musculares.

Segundo estudos de Gutiérrez et al. (1983), o veneno das cobras-corais possui capacidade de
gerar mionecrose em até trés horas de envenenamento, mas a peconha de M. surinamensis
mostrou menor capacidade miotoxica comparada a espécies como M. nigrocinctus, M. frontalis,
M. allerri e M. carinicauda. Os animais envenenados mostraram discreta mionecrose, assim
como relatado anteriormente na microscopia optica.

Na analise microestrutural, a lesdo ficou evidente, mostrando que o veneno é capaz de danificar
as fibras musculares em apenas duas horas de envenenamento. A lesdo muscular é grave e
corrobora a elevacdo das enzimas CK, CK-MB, LDH e AST.

Como o veneno de M. surinamensis possui maior concentracao de proteinas 3FTX, com acao
predominante neurotdxica e pequena fracdo fosfolipasica, foi descrito que o mesmo possui
baixa capacidade miotoxica, uma vez que a miotoxicidade esta associada a maior presenca de
PLA, (Gutiérrez et al., 1983; Lomonte et al., 2016). Todavia, estes conceitos devam ser
reavaliados, ja que nesta pesquisa detectou-se aumento consideravel de enzimas musculares nos
animais envenenados, além das lesBes vistas na microscopia eletrdnica na fibra muscular 2h
apds 0 envenenamento.

Na avaliagdo geral dos animais envenenados, todos apresentaram alteracBes clinicas e
laboratoriais, todavia em diferentes graus. Quando se consideram todos 0s parametros (exame
fisico e neuroldgico, eletrocardiograma, exames laboratoriais e histologia), dois animais
apresentaram gquadro muito grave (animais 1, 2, 3 e 6), dois apresentaram quadro moderado (4 e
5).

O animal 1, ao exame neuroldgico, apresentou alteracfes significativas no padrdo respiratorio,
mental e tdnus muscular uma hora apos a aplicacdo do veneno. Ao tempo final de sua avaliagdo
(1h30), este animal mostrou uma evolugdo muito rapida e grave dos sinais clinicos e ao exame
eletrocardiogréfico, apresentou BAV de 1° grau. Na avaliacdo individual, os valores de
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leucécitos dobraram em relacdo ao TO, os valores bioquimicos de CK tiveram o segundo maior
aumento do grupo (cerca cinco vezes maior que os valores basais), com aumento moderado das
enzimas musculares (CK-MB, LDH e AST).

O animal 2 foi o primeiro a apresentar alteracdes ao exame fisico e foi 0 quadro mais grave ao
exame neuroldgico, com alteracdo em todos os parametros neuroldgicos avaliados, apresentando
a segunda maior queda na frequéncia cardiaca. Ao eletrocardiograma também apresentou
diversas alteracdes tais como: extrassistoles supraventriculares e ventriculares, parada sinusal e
consequentes escapes juncionais, além de BAV de 1° e 3° graus. Na avaliacdo laboratorial
individual, apresentou os maiores aumentos do grupo para as enzimas CK-Mb e LDH. Na
analise de microscopia Optica e microestrutural, apresentou lesdo de fibras musculares
esqueléticas (necrose e degeneracdo das fibras musculares). Foi o Unico animal a mostrar
alteracdes significativas em todos os tipos de avaliacdo (fisica, eletrocardiografica, laboratorial e
histoldgica).

O animal 3 apresentou a segunda maior pontuacdo ao exame neuroldgico (quanto maior a
pontuacdo, maior o comprometimento do SNC), com a maior queda da frequéncia cardiaca
entre todos os animais. Ao exame eletrocardiografico, apresentou arritmia e parada sinusal com
consequente escape juncional e BAV de 2° e 3° graus. Os exames laboratoriais, mostraram 0
maior aumento no nimero de leucécitos e na concentracdo de CK e o segundo maior aumento
nas concentracGes de CK-MB e LDH.

O animal 4 apresentou sinais clinicos menos graves quando comparado com todos os animais
do grupo veneno, mostrando apenas alteracdo no padrdo respiratdrio e discreta depressdo do
SNC, obtendo a menor pontuacdo, na tabela de pontuacdo neurologica. Ao eletrocardiograma
apresentou frequéncia cardiaca reduzida, sem arritmias. Todavia, 0s exames laboratoriais
mostraram alteragdes mais significativas com o maior aumento no nimero de heteréfilos e um
aumento 17,9 vezes maior, em ralacdo ao T0, na concentracdo de CK ao tempo final (2h). Este
animal foi o Unico a demonstrar incbmodo no local de aplicacdo do veneno e apresentou
hemorragia e necrose da musculatura esquelética, visualizadas na microscopia ptica.

O animal 5, semelhante ao animal 4, apresentou uma pontuacdo baixa ao exame neurolégico,
com alteracdo no padrdo respiratério e depressdo do SNC. Ao eletrocardiograma apresentou
extrassistoles ventriculares e diminuicdo da frequéncia cardiaca. Nos exames laboratoriais,
apresentou 0 maior aumento na concentracdo de AST e segundo maior aumento no nimero de
leucacitos totais e de heterofilos.

Por fim, o animal 6, recebeu a terceira maior pontuacdo ao exame neurolégico com paralisia
total além de alteracdo no padrdo respiratério e estado comatoso. Ao exame eletrocardiogréfico,
foi observado BAV 3° grau. Nos exames laboratoriais, mostrou 0 maior aumento no nimero de
leucdcitos totais e 0 segundo na concentracdo de heterofilos. Foi um animal, ao exame fisico,
considerado um dos mais graves, mas com discretas alteracdes laboratoriais.

6 — CONCLUSOES

Ao exame fisico, o veneno de M. surinamensis mostrou-se neurotoxico para cobaias com
alteragdes, principalmente, na regido do tronco encefélico devido a alteracdo no padrdo
respiratorio e mental em todos os animais do grupo veneno. O bloqueio de receptores
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colinérgicos nicotinicos da Ach provocado pelo veneno levou a um comprometimento
generalizado do SNC e na modulagdo do funcionamento de 6rgdos como o coracao, pelo SNA.
Os sinais clinicos apareceram entre 30 minutos a uma hora ap6s a inoculagcdo do veneno e a
dificuldade respiratoria logo progrediu para alteragdes motoras, no estado mental, até a paralisia
total.

O veneno de M. surinamensis foi capaz de causar alteracdo na conducdo elétrica do coracdo de
cobaias, evidenciadas no eletrocardiograma, que mostraram a ocorréncia de BAV de 1°, 2° e 3°
graus, extrassistoles ventriculares, presenca de complexos QRS bizarros. Além disso, alteracdes
musculares cardiacas foram comprovadas pela dosagem da enzima CK-MB, que se mostrou,
significativamente, elevada ap6s a aplicagdo do veneno, o0 que sugere que houve
comprometimento das células musculares cardiacas.

Em relacdo ao perfil hematoldgico e coagulograma, apenas pode observar uma leucocitose com
neutrofilia e linfopenia.

Na bioquimica sérica houve alteracdo na concentracdo de creatinina e dos eletrélitos, sédio,
fésforo que pode estar associada a citotoxicidade das toxinas 3FTx, com presenca de
mioglobinemia, ja que houve aumento acentuado de CK, indicando lesdo de fibra muscular.

A capacidade de lesdo muscular foi evidente tanto na musculatura esquelética quanto cardiaca
pela elevagdo das enzimas marcadoras de lesdo muscular, tais como CK, CK-MB, LDH e AST,
comprovando a atividade miotédxica do veneno.

Na microscopia Optica, foi evidenciada necrose na musculatura esquelética em apenas dois dos
seis animais do grupo veneno, de grau leve e um animal apresentou areas de hemorragia. Estes
dois animais foram enviados para a microscopia eletrénica, confirmando os danos nas fibras
musculares, esquelética e cardiaca.

Assim, nesse trabalho, conseguiu-se demonstrar de forma inédita, as alteraces cardiacas graves
e agudas, causadas 2h apds a administracdo do veneno de M. surinamensis em cobaias.
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