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RESUMO

ROSA, Naiara da Silva. Envenenamento por Bothrops jararacussu: aspectos
anatomopatologicos em musculo esquelético. 2024. 45 p.Trabalho de
Concluséo de Curso (Especializacdo em Toxinas de Interesse em Saude) —
Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2024.

O ofidismo é uma questdo importante de Saude Publica, tanto que esta
classificado como Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) na categoria A,
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). As maiores vitimas sdo jovens,
principalmente trabalhadores rurais, que muitas vezes pela incapacidade
temporaria ou até permanente, acabam afetando ndo s6 sua familia, mas toda
a sua comunidade. Anualmente no Brasil, 90% dos casos notificados s&o
causados pelo género Bothrops. A Bothrops jararacussu é provavelmente uma
das mais temiveis e imponentes deste género. Sua picada é dolorosa e como
principal efeito local temos a mionecrose, que pode ter como sequela uma
regeneracdo muscular deficiente. Seu veneno é composto principalmente por
fosfolipases A;, 0o motivo de ter um efeito miotdxico importante. Essas
fosfolipases sdo componentes miotdxicos que desestabilizam diretamente a
membrana plasmatica das células musculares, causando o influxo de ions
calcio e consequentemente uma hipercontracdo e o aparecimento precoce de
células com lesdes delta. A compreensao da patogénese dos envenenamentos

é de fundamental importancia para estudos de melhores terapias.

Palavras-chave: Bothrops jararacussu. Fosfolipase A,. Miotoxina.



ABSTRACT

ROSA, Naiara da Silva. Bothrops jararacussu poisoning: anatomopathological
aspects in skeletal muscle. 2024. 45 p. Monograph (Specialist in Toxins of
Interest in Health) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2024.

Snakebites are an important Public Health issue, so much so that they are
classified as Neglected Tropical Diseases (NTDs) in category A, by the World
Health Organization (WHO). The biggest victims are young people, mainly rural
workers, who often, due to temporary or even permanent disability, end up
affecting not only their family, but their entire community. Annually in Brazil,
90% of reported cases are caused by the Bothrops genus. Bothrops
jararacussu is probably one of the most fearsome and imposing of this genus.
Its bite is painful, and the main local effect is myonecrosis, which can result in
deficient muscle regeneration. Its venom is mainly composed of phospholipases
A, which is why it has an important myotoxic effect. These phospholipases are
myotoxic components that directly destabilize the plasma membrane of muscle
cells, causing the influx of calcium ions and so hypercontraction and the early
appearance of cells with delta lesions. Understanding the pathogenesis of
poisoning is of fundamental importance for studies of better therapies.

Keywords: Bothrops jararacussu. Phospholipase A,. Myotoxins.
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INTRODUCAO

O envenenamento ofidico € uma questdo de Saude Publica (Gutiérrez et.
al., 2017; Chippaux, 1998). Pelos numeros significativos de ocorréncia e
letalidade, principalmente nos paises em desenvolvimento, acidentes ofidicos
estdo classificados como Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTN) na
categoria A, pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Chippaux, 2017).
Mundialmente todos os anos, aproximadamente 1,8 a 2,7 milhdes de pessoas
sdo acometidas (Gutiérrez et. al., 2017), podendo chegar a 138.000 6bitos e
cerca de 400.000 casos apés o acidente irdo resultar em alguma sequela fisica
ou psicoldgica (Gutiérrez et. al., 2017; Kasturiratne et. al., 2008).

Jovens, principalmente trabalhadores rurais, sdo as maiores vitimas.
Porém, muitas vezes sao eles que proveem a renda familiar e, como acidentes
ofidicos podem resultar em uma incapacidade temporaria ou permanente, toda
a familia e comunidade acabam sendo afetados (Ribeiro, 1990; Gutiérrez et.
al., 2017; WHO, 2019).

Ao todo foram registrados no ano de 2021 no Sinan (Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo) 257.073 casos de acidentes por
animais peconhentos, sendo 31.354 casos acidentes ofidicos, ou seja, 12,20%
do total (Brasil, 2022). Neste mesmo ano, os estados do Para, Bahia e Minas
Gerais foram os de maiores numeros de notificacfes. A Regido Nordeste e a
Regido Norte com mais casos de Obitos. Estes dados comprovam que a taxa
de letalidade € proporcionalmente dependente do tempo no atendimento
médico e na administracdo do antiveneno (Brasil, 2022).

Anualmente no Brasil, 90% dos casos notificados sdo causados pelo
género Bothrops (Gutiérrez; Lomonte, 1989). Este género possui mais de 30
espécies, tendo uma importancia significativa por motivos de sua ampla
distribuicdo geografica, sendo encontrada desde o México até a Argentina.

No pais, esse género esta presente por todo o territdrio nacional e cada
regido possui uma espécie predominante. Nas regiées Sul, Sudeste e Centro-
Oeste, distribuindo-se do sul da Bahia até o Rio Grande do Sul, predomina a
espécie Bothrops jararaca. Na Amazbnia a Bothrops atrox € a principal
causadora de acidentes e a nas regides de Centro-Oeste e Sudeste a Bothrops
moojeni (Melgarejo, 2003).
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Figura 1. Mapa com os indices de acidentes botrépicos no ano de 2021.

Fonte: Sinan. Distribui¢cdo espacial dos acidentes botrépicos no Brasil, 2021 (Adaptado).

Constituido principalmente por proteinas, os venenos Sao misturas
complexas, onde sua composi¢cdo pode ter variacdes, inclusive entre um
mesmo género (Melgarejo, 2003). Estas variacdes podem decorrer da prépria
singularidade de cada individuo, da sua idade, sexo, dietas, sazonalidade,
distribuicdo geografica (Jiménez-Porras, 1964). Suas toxinas presentes
apresentam diversas funcdes, que irdo influenciar na atividade toxica,
consequentemente no quadro fisiopatoldégico do envenenamento (Jiménez-
Porras, 1964; Gutiérrez, Lomonte, 1989).

Nos venenos de serpentes do género Bothrops encontramos
predominantemente as metaloproteinases de veneno de cobra dependentes de
zinco (SVMP), fosfolipases A, miotdxicas (PLA,S), serinaproteinases de veneno
de cobra (SVSPs), e outros componentes ativos encontrados em menores
guantidades como proteinas secretoras ricas em cisteina (CRISP), L-
aminodacido oxidase (LAAO) (Albuquerqgue et al., 2020).

O veneno botrépico possui como caracteristicas as atividades
hemorragicas, proteoliticas e coagulantes (Gutiérrez, Chaves, 1980; Gutiérrez,
Lomonte, 1989; Cardoso, 1990; Franca, Malaque, 2003).

Como efeito clinico local ocorre uma resposta inflamatéria significativa,

com infiltrado inflamatério nos tecidos afetados (Gutiérrez, Lomonte, 2003). Ha
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a presenca de hemorragia, edema proeminente, dor, equimoses e
dermonecrose (Gutiérrez, Chaves, 1980; Franca, Malaque, 2003). Quando h4 a
presenca de edema, requer uma atencdo em especial, pois rapidamente pode
evoluir para uma sindrome compartimental, resultando em perda de funcao
daquele membro que foi acometido (Franca, Malaque, 2003).

Os efeitos locais representam uma questédo importante, e um dos motivos
€ que com o rgpido desencadeamento das alteragBes locais, a neutralizacdo
pelo antiveneno possui uma adversidade, principalmente em relacdo ao tempo
de sua administracdo que pode levar horas (Franca, Malaque, 2003).

J& em relacdo as manifestacdes sistémicas, compreendem-se a presenca
de hemorragias, causadas principalmente pela acdo das hemorraginas
presentes no veneno, que sdo metaloproteinases dependentes de zinco de
classe P-lll, e também pelo quadro de incoagubilidade sanguinea, causado
pelo consumo dos fatores de coagulacdo (Franca, Malaque, 2003). Ocorre o
aumento sérico de mioglobina e da enzima creatina quinase (CK), que esta
presente principalmente nos musculos esqueléticos (Cavalcante et al., 2023).

A insuficiéncia renal aguda pode acontecer como complicacdo nos
envenenamentos botrépicos tanto por fatores diretos quanto por fatores

indiretos do veneno, como exemplo o acimulo da mioglobina, substancia toxica

gue pode afetar os tubulos renais (Jimenez et al., 2008; Albuquerque et al.,
2020; Cavalcante et al., 2023).

Oceano

- _,—~g;-r€41 Pacifico Atlantico
Sy

jararacussu.
Fonte: Foto 2(A) Prépria autora, 2023. Figura 2(B): da Silva Aguiar et al., 2020.
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Jararacussu ou jararacucu, também conhecida popularmente como urutu
dourado ou surucucu-tapete, tem seu nome originado do tupi, significando
“jararaca grande” (Milani et al., 1997). E provavelmente uma das mais temiveis
e imponentes do género Bothrops, podendo atingir 1,8 a 2,2 m de comprimento
(Milani et al., 1997; Melgarejo, 2003). Sua distribuicdo geografica esta entre
Brasil, Bolivia, Paraguai e Argentina (Figura 2B), sendo encontrada nas
margens de rios, em ambientes de floretas tropicais (Milani et al., 1997; da
Silva Aguiar et al., 2020). E corpulenta, tem uma cabeca triangular avantajada,
e possui glandulas de veneno muito desenvolvidas, sendo de todas do seu
grupo, a mais eficiente na producdo de veneno (Milani et al., 1997). Isso
impacta em ser responsavel por muitos acidentes graves (Melgarejo, 2003).

Sua picada promove uma dor intensa. A mionecrose € o efeito local mais

proeminente e uma das possiveis sequelas ap0s o acidente por B. jararacussu
€ uma regeneracao muscular deficiente (Santo Neto, Marques, 2005).
Além da mionecrose, ocorre um aumento dos mediadores inflamatorios
(Wanderley; Silva; Wong; Ximenes et al., 2014) com uma resposta pronunciada
e presenca de infiltrado inflamatério (Gutiérrez, Lomonte, 2003). Esta resposta
inflamatéria acaba amplificando os danos (Wanderley; Silva; Wong; Ximenes et
al., 2014).

Em um estudo (Moura-da-Silva et al., 1990) foi feito a comparagcao de
valores séricos de CK entre espécies diferentes do género Bothrops e foi visto
gue a miotoxicidade do veneno bruto de Bothrops jararacussu chega a ser
cinco a oito vezes maior do que Bothrops jararaca, B. atrox, B. erythromelas, B.

alternatus, B. cotiara.
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Bothrops jararacussu Bothrops atrox
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Figura 3: Propor¢éo das diferentes proteinas presentes nos venenos de serpentes do género
Bothrops.
Fonte: Sousa et al., 2013 (Adaptado).

Venenos possuem diferengas em suas composicbfes e o veneno da
Bothrops jararacussu € o que mais se diferencia dentre as serpentes deste
género. Ha& a predominancia das fosfolipases A, (PLA,S) e uma menor
qguantidade de metaloproteinases de veneno de cobra (SVMPs). Esta
proporcao esta diretamente relacionada com o quadro clinico dos acidentes,
por este motivo 0 seu envenenamento possui uma importante atividade
miotoxica (Sousa et al., 2013).

Efeitos locais e atividades de coagulopatia nos envenenamentos
botrépicos estdo relacionados com toxinas como as PLA,s, SMVPs e as
SVSPs (Sousa et al., 2013).
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As PLA,s sdo componentes miotoxicos que desestabilizam a membrana
plasmatica das células musculares, causando o influxo de fons célcio (Ca**) e
consequentemente uma hipercontracéo (Gutiérrez, Ownby, 2003).

No veneno de B. jararacussu encontramos duas miotoxinas. Uma delas
se chama Bothropstoxina | (BthTx-l) e por mais que ela tenha similaridade com
uma fosfolipase, ela é destituida de atividade fosfolipidica. Diferentemente, a
outra miotoxina denominada de Bothropstoxina Il (BthTx-Il), apresenta esta
atividade enzimatica (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Gutiérrez et al., 1991).

Ja as SVMPs sdo enzimas dependentes de zinco, responsaveis
principalmente pelo efeito hemorragico dos venenos (Sousa et al., 2013).

E as serinaproteinases de veneno de cobra (SVSPs) sdo enzimas tipo-
trombina, que s&do analogas a trombina, implicando nos distarbios de

coagulacéo (Sousa et al., 2013).

2. REVISAO DE LITERATURA

Nos envenenamentos por Bothrops jararacussu ha como principal
alteracdo a mionecrose, que ocorre precocemente, resultado da acao direta do
veneno nas fibras musculares (Queiroz et al., 1984). As miotoxinas sdo as
responsaveis por estas lesdes celulares, que sao irreversiveis (Franca,
Mélaque, 2003). Todavia, a necrose ndo € resultante apenas destas toxinas,
mas ha também o agravamento pelo distdrbio isquémico e trombose, que
ocorrem algumas horas depois (Queiroz et al., 1984; Franga, Malaque, 2003).
Além disso, o veneno de Bothrops jararacussu provoca precocemente edema,
como resultado da producédo de metabdlitos do &cido araquidénico e migracao
de leucdcitos, principalmente neutréfilos (Wanderley; Silva; Wong; Ximenes, et
al.). Ou seja, os componentes da resposta imune também causam uma acao
tecidual deletéria (Wanderley; Silva; Wong; Ximenes, et al.).

Possui predominantemente em sua composi¢cao fosfolipases A, ou sua
homéloga, que juntas irdo causar a degeneracdo das células musculares.
Estas duas miotoxinas sdo: Bothropstoxina | (BthTx-l), que embora seja
homologa a uma fosfolipase, ela é destituida de atividade fosfolipasica, porém
com propriedade para danificar fiboras musculares (Homsi-Brandeburgo et
al.,1988; Gutiérrez et al., 1991; Lopez-Davila et al., 2023). Entdo, a
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Bothropstoxina | € uma variante Lys-49, ou seja, ela € cataliticamente ndo ativa
(Gutiérrez et al., 1991). A outra miotoxina € denominada de Bothropstoxina |l
(BthTx-11), uma fosfolipase ativa Asp-49 (Gutiérrez et al., 1991).

Os estudos demonstram que a primeira acdo das miotoxinas € se ligar na
membrana plasmatica da fibra muscular, rompendo a integridade do sarcolema
(Gutierrez e Ownby, 2003).

As membranas plasmaticas das células musculares esqueléticas séo
acometidas morfologicamente e funcionalmente. Ha uma desestabilizacao
(Gutierrez e Ownby, 2003), a capacidade de regular sua permeabilidade sera
comprometida, e com isso hd um influxo de calcio, além da liberagdo de
enzimas presentes no citosol, como a creatina quinase. Gutiérrez et al. (1984a)
observou este influxo em um estudo com miotoxina de Bothrops asper. Como
consequéncia deste aumento da concentracdo de calcio, ocorre uma
hipercontracdo dos miofilamentos, promovendo espagos vazios entre as
células, uma ativacdo de fosfolipases e proteases dependentes de calcio,
degeneracdo de mitocondrias, resultando em necrose (Gutierrez e Ownby,
2003).

Nas areas em que a célula perdeu ou teve sua membrana plasmatica
descontinuada, hd a formacdo focal de é&reas degeneradas, que foram
chamadas de ‘“lesdes delta”, possuem um formato de cunha e ocorrem
precocemente, em um periodo de 15 minutos (Mokri; Engel, 1975).

Realizado estudo com a Bothropstoxina Il (BthTx-1l) isolada (Gutiérrez et
al., 1991), constatou-se que inje¢des intramusculares desta fosfolipase faz com
gue haja um aumento de creatina quinase (CK) sérica, com 0 pico de sua
concentracdo com 3 horas, vindo a diminuir posteriormente (Gutiérrez et al.,
1991), além de um importante influxo de calcio.

Os danos nas fibras musculares ocorrem precocemente, com 15 minutos.
Como CK é uma enzima presente no citosol das células musculares
esqueléticas e ocorre esse extravasamento nos primeiros momentos, € um
reforco para dizer que a miotoxina afeta a membrana plasmatica. A BthTx-l
tem o comportamento de uma proteina anfifilica, interrompendo a carga
negativa da bicamada fosfolipidica da membrana plasmatica.

Com 3 horas, notou-se que havia aglomerados de miofilamentos

hipercontraidos com areas citoplasmaticas ausentes destas. A partir de 6 horas
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até 24 horas, 0 padrao comecou a se tornar mais hialino com uma distribuicdo
mais uniforme. O infiltrado inflamatério formado por polimorfonucleares e
macréfagos, com 6 horas comecou e teve seu pico com 24 horas. Estas células
musculares possuiam a membrana plasmatica interrompida, porém a lamina
basal permaneceu intacta. A Bothropstoxina Il ndo afetou vasos sanguineos e
nem tecido nervoso intramuscular.

Com 24 horas a fagocitose do material necrético comegcou a ocorrer,
seguindo posteriormente para uma regeneracdo bem-sucedida. Com 7 dias ja
havia evidéncias de regeneracédo, e este processo foi ainda mais avancado
com 28 dias, onde as fibras regeneradas possuiam diametro semelhante a
fibras normais, porém seus nucleos eram centralizados, e sem sinais de fibrose
(Gutiérrez et al., 1991).

Esta resposta eficiente de regeneracdo € dada por alguns motivos: a
BthTx-1l ndo afeta vasos sanguineos e nem feixes musculares nervosos, o que
€ essencial para uma boa regeneracdo. Além disso, a membrana basal das
fibras musculares nédo foi afetada, continua integra (Gutiérrez et al., 1991). Esta
resposta se contrapde com os danos causados pelo veneno total, em que ha
uma regeneracao escassa, presumivelmente por motivos de que nesse caso 0S
nervos, vasos sanguineos e matriz extracelular séo lesionados (Queiroz et al.,
1984).

Os estudos demonstram que a primeira acao das miotoxinas € se ligar na
membrana plasmética da fibra muscular, rompendo a integridade do sarcolema
(Gutierrez e Ownby, 2003).

As membranas plasmaticas das células musculares esqueléticas sao
acometidas morfologicamente e funcionalmente. Ha uma desestabilizacao
(Gutierrez e Ownby, 2003), a capacidade de regular sua permeabilidade sera
comprometida, e com isso hd um influxo de calcio, aléem da liberacdo de
enzimas presentes no citosol, como a creatina quinase. Gutiérrez et al. (1984b)
observaram este influxo em um estudo com miotoxina de Bothrops asper.
Como consequéncia deste aumento da concentracdo de célcio, ocorre uma
hipercontracdo dos miofilamentos, promovendo espacgos vazios entre as
células, uma ativacdo de fosfolipases e proteases dependentes de célcio,
degeneracdo de mitocondrias, resultando em necrose (Gutierrez e Ownby,
2003).
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Esses indicios evidenciam que o local predominante da acdo da toxina é
a membrana plasmética.

Nas &reas em que a célula perdeu ou teve sua membrana plasmatica
descontinuada, ha a formacdo focal de é&reas degeneradas, que foram
chamadas de “lesdes delta”, possuem um formato de cunha e ocorrem
precocemente, em um periodo de 15 minutos (Mokri; Engel, 1975).

Queiroz et al. (1984) realizaram estudos in vivo para estudar a
patogénese das lesbes locais causadas por envenenamento de Bothrops
jararacussu.

Em doses de 80 pg de veneno bruto, injetadas no musculo tibial de ratos
swiss, em 10 minutos jA apresentava fibras musculares em necrose, de
aspecto hialino e miofibrilas condensadas, ndcleos picnéticos, com espacgos
vazios. E um acontecimento precoce, o que demonstra uma acéo direta da
miotoxina nas fibras musculares. Em alguns animais foram encontrados
trombos de fibrina nos vasos sanguineos. Em um periodo de 6 horas, a area de
necrose coagulativa estava localmente extensa. As fibras musculares afetadas
nao possuiam mais ndcleo aparente e 0s vasos sanguineos ja ndo eram mais
distinguidos. Hemorragia foi pouco observada em todos os momentos, mas
havia vasculite e trombose. Neutréfilos e macrofagos estavam presentes dentro
de 24 a 48 horas. O fluxo sanguineo prejudicado € uma sugestdo para essa
fagocitose tardia. Com 2 semanas o tecido lesionado foi substituido por tecido
fibroso recém-formado, rico em células mononucleares. J& em 2 meses a area
necrosada foi totalmente substituida por tecido fibroso e adiposo.

Neste mesmo estudo (Queiroz et al.,1984) ao utilizarem a dose de 5 ug,
foram observados nucleos centralizados foram com 4 dias. A maioria das fibras
musculares tinha aparéncia normal, porém algumas possuiam vacuolos. Em 2
semanas ja estava praticamente normalizado, com a arquitetura muscular
pouco afetada com uma leve fibrose.

Ao utilizarem a dose de 20 pg, tiveram resultados semelhantes a dose de
5 ug, apenas se diferenciando na cicatrizacdo fibrosa, que foi mais intensa e
com algumas fibras atrofiadas. Inclusive haviam areas com infiltrado gorduroso
(Queiroz et al.,1984).

E com a dose de 200 pg, Queiroz et al. (1984) viram que 0s animais

apresentaram ulceracdes na pele com um ou dois dias. As alteracdes foram
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comparaveis com as que ocorreram na dose de 80 pg, porém mais intensas.
Mesmo algumas artérias e veias tendo uma aparéncia normal, as alteracdes
vasculares foram mais pronunciadas em relacdo as doses menores. Apos 2
semanas, alguns animais ainda apresentavam fibras musculares com restos
necroticos. Nao houve regeneracdo nesta dose. A regeneracdo das fibras
musculares foi dose-dependente. Possivelmente esta resposta fraca na
regeneracdo seja causada também por motivo das células satélites serem
afetadas e pela isquemia (Queiroz et al.,1984).

No estudo, todos os animais, dos que receberam doses de 80 ug até os
de 200 ug, a necrose foi resultado ndo apenas das miotoxinas, mas também da
isquemia causada pelo processo inflamatério e trombose que o0 veneno
promove (Queiroz et al.,1984).

A ma regeneracdo das fibras musculares € uma das sequelas mais
comuns no envenenamento por Bothrops jararacussu. Santo Neto e Marques
(2005) ao estudarem a patogénese das lesdes na microvasculatura dos
musculos e a revascularizacdo destes nos envenenamentos por Bothrops
jararacussu, mostraram que para uma boa regeneracdo é necessario uma
microvasculatura intacta, com aporte circulatério adequado, 0 que ndo ocorre
nesses envenenamentos. Danos na vascularizagao irdo ter correlacdo com a
ma regeneracdo (Santo Neto; Marques, 2005). O tempo das lesGes na
circulacao pode iniciar jA nos primeiros 5 minutos, progredindo até 6 horas,
quando a degeneracdo estard completa dos capilares. A lamina basal intacta
impediu que eritrécitos escapassem (Santo Neto; Marques, 2005).

Um estudo clinico patolégico (Milani Junior et al., 1997) que reuniu 29
casos de picadas por Bothrops jararacussu, fez o levantamento que desses, 14
pacientes tiveram coagulopatia. O interessante é notar que a maioria deles
foram vitimas de cobras menores (58%) o que demonstra a variacao
ontogenética que ocorre nesta espécie, onde animais mais jovens possuem na
composicdo do seu veneno uma maior quantidade de enzimas pro-coagulantes
(Milani Junior et al., 1997).

Em relacdo as células satélites, a regeneracédo eficiente € dependente
delas, que sdo células miogénicas (Tidball; Villalta, 2010) e esse processo
inicia-se logo nos primeiros minutos apoés a lesédo. Células inflamatorias, como

0s macroéfagos, liberam fatores miogénicos para estimula-las. Alteragbes nesse
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processo de ativacao das células satélites podem prejudicar a regeneracéo das
fibras musculares (Tidball; Villalta, 2010). Porém com o colapso vascular local
que ocorre até 6 horas ap0s 0 envenenamento, com presenca de trombos e
degeneracdo de vasos, existe uma dificuldade de as células inflamatérias
chegarem as areas mionecréticas (Santo Neto; Marques, 2005). Concluiram
que mesmo apos 3 meses, a regeneracao € deficiente e que esta relacionado
com esses danos na microvasculatura (Santo Neto; Marques, 2005).

Juntamente com a circulacéo deficitaria e a auséncia das células satélites,
ha a probabilidade da ma regeneracdo também ter relacdo com os danos ao
tecido nervoso (Queiroz et al., 2002). O veneno de Bothrops jararacussu causa
danos progressivos ao tecido nervoso, com degradacéo de axdnios (Queiroz et
al., 2002). A desmielinizacdo acontece de forma rapida, em minutos. O estudo
de Queiroz et al. (2002) sugere que o veneno atua diretamente nos fosfolipidios
da bainha de mielina. Um pequeno numero de células inflamatérias foi
observado, o que condiz com a ocorréncia de trombose, impedindo o fluxo
sanguineo adequado e os leucdcitos transportados (Queiroz et al., 1984).
Aparentemente esta diminuicdo de axénios com a deterioracdo direta das
bainhas de mielina pode explicar a atrofia muscular e a ma regeneragéo das
células musculares (Queiroz et al., 2002).

Em comparacdo a patogénese causada pelo veneno de Bothrops
jararaca, Queiroz et al. (1985) estudaram as altera¢cdes causadas pelos fatores
hemorragicos e proteoliticos. O veneno causou hemorragia local, mionecrose e
necrose em vasos sanguineos. Doses mais baixas que 5 pug de veneno bruto
nao foram observadas mionecrose. JA hemorragia a menor dose de veneno
que induziu foi de 1 pg. Isso demonstra que no envenenamento por Bothrops
jararaca, os fatores hemorragicos possuem uma maior importancia do que as
proteases. A primeira alteracédo foi a hemorragia, a mionecrose em seguida. A
mionecrose pode ser, portanto, causada por danos secundarios (Queiroz et al.,
1985). Com 6 semanas 0 musculo apresenta regeneragdo, com diametro
variavel e nucleos centralizados, além de presenca de fibrose.

Ha uma diferenca no envenenamento por Bothrops jararacussu e
Bothrops jararaca, onde a primeira possui a presenca de mionecrose

praticamente sem hemorragia.
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Vale ressaltar a grande quantidade de PLA, presentes no veneno de B.
jararacussu em comparacdo a presente no veneno de B. jararaca (Moura da
Silva et al, 1990; Souza et al., 2013). O veneno de B. jararacussu induz uma
miotoxicidade direta e local, pela acdo dessas miotoxinas. Por outro lado, o
veneno de B. jararaca induziria uma lesdo muscular por via indireta, devido a
distarbios vasculares locais que resultariam em queda de fluxo sanguineo e

isquemia.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Discorrer sobre a patogénese e a progressao dos efeitos locais causados
pela acdo do veneno de Bothrops jararacussu em seus diferentes tempos,
levando em consideracdo as alteracfes anatomopatoldgicas observadas em
tecido muscular esquelético. Abordar a resposta inflamatoria local em periodos
precoces, assim como o reparo das fibras musculares em tempos mais tardios.

» Verificar em diferentes tempos a progressao do processo inflamatério
no tecido muscular esquelético;

* Analisar a mionecrose presente nos envenenamentos por Bothrops

jararacussu.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Analises histolégicas

Nesse trabalho ndo foram utilizados animais de experimentacdo. As
laminas utilizadas para a obtencdo das imagens utilizada nesse estudo foram
obtidas em protocolo aprovado anteriormente pela Comisséo e Etica no Uso de
Animais do Instituto Butantan (protocolo CEUAIB n°3411060821).

Andlise histolégica do musculo gastrocnémio de camundongos swiss sob
microscoépio de luz, com laminas de cortes corados por meio de H&E, com
tempos de 30 minutos, 1, 4, 24, 48 e 72 horas, 7 e 14 dias.
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Fotomicrografias das areas de interesse, utilizando a camera DFC420
(Leica Microsistemas) acoplada ao microscépio DMLB (Leica Microsystems)
em zoom de 100x e 400x (objetivas de 10x e 40x) associados ao software LAS

computerized image system — versao 4.5.0 (Leica Microsystems DM).

5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao histopatologica

5.1.1- Avaliagao histopatolégica da lesao muscular esquelética induzida

pelo veneno de VBjussu 30 minutos apés o envenenamento.

Nos cortes histologicos das figuras 5, 6 e 7, temos os efeitos apos 30
minutos da injegéo intramuscular de 40 ug do veneno de Bothrops jararacussu
no musculo gastrocnémio de camundongos. Podemos notar uma extensa area
de mionecrose. Nas imagens observamos uma desorganizagéo e ruptura das
fibras musculares, com aumento nos espagamento entre elas (Figuras 5, 6 e

7). Ha o inicio de leve infiltrado inflamatério (Figura 5). Precocemente vemos

alteragdes chamadas de “lesdes delta” (Figura 6 e 7) e uma leve hemorragia
(Figura 7B).
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Figura 4: Grupo controle. Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos,
corados com H&E, analisados sob microscépio de luz. Aumento de 10x, escala de 200 um (A)

e 40x, escala de 50 um (B).

Figura 5: Corte longitudinal do masculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E, 30
minutos apoés injecao de 40 pg de veneno de Bothrops jararacussu, analisados sob microscopio
de luz. Observa-se area extensa de mionecrose (asterisco) e inicio de infiltrado inflamatério
(seta preta). Aumento de 10x escala de 200 um (A) e 40x escala de 50 um (B).
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Figura 6: Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E, 30
minutos apoés injecdo de 40 pg de veneno de Bothrops jararacussu, analisados sob microscopio
de luz. Aumento de 10x, escala de 100 um. Observa-se area extensa de mionecrose
(asterisco), onde podemos ver 0 espacamento entre as fibras musculares. Células com lesédo
delta (ponta de seta).

Figura 7: Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E, 30
minutos apoés injecdo de 40 ug de veneno de Bothrops jararacussu, analisados sob microscopio
de luz. Célula com lesao em delta (ponta de seta). Mionecrose (asterisco) e hemorragia (seta
amarela). Aumento de 40x, escala de 20 um (A) e escala de 50 um (B).

5.1.2- Avaliagao histopatolégica da lesao muscular esquelética
induzida pelo veneno de VBjussu 1 hora apés o
envenenamento.

Cortes transversais do musculo gastrocnémio de camundongos apos 1
hora da injecdo intramuscular de 40 pg do veneno de Bothrops jararacussu.
Podemos notar uma extensa e progressiva area de mionecrose (Figura 8 e 9),
com 0 aumento no espagamento entre as fibras musculares (Figura 8). Temos
a presenca de células com lesédo delta (Figura 8), além de um moderado

infiltrado inflamatério e hemorragia (Figura 8 e 9).
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Figura 8: Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E, 1
hora apds injecéo de 40 pg de veneno de Bothrops jararacussu, analisados sob microscépio de
luz. Aumento de 10x, escala de 200 um. Observa-se area extensa de mionecrose (asterisco),
infiltrado inflamatério (seta preta), hemorragia (seta amarela), célula com leséo delta (ponta de
seta).

Figura 9: Na imagem, mionecrose (asterisco) e hemorragia (seta amarela). Corte transversal

do musculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E, 1 hora apds injecdo de 40 ug
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de veneno de Bothrops jararacussu, analisados sob microscopio de luz. Aumento de 40x,

escala de 50 um.

5.1.3- Avaliagao histopatoldgica da lesao muscular esquelética
induzida pelo veneno de VBjussu 4 horas apés o

envenenamento.

Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos apés 4
horas da injecéo intramuscular de 40 pug do veneno de Bothrops jararacussu. A

7

area de mionecrose € evidente (Figura 10) e muito extensa. H& um maior
aumento no espacamento intersticial, consequente da hipercontracdo de
miofilamentos e muitas das fibras musculares estdo rompidas e sem nucleos
aparentes, com uma arquitetura desorganizada (Figura 10). Observamos na

figura 10 leve infiltrado inflamatério e a presenca de edema.

Figura 10: Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E,
tempo de 4 horas ap6s injecao de 40 ug de veneno de Bothrops jararacussu. Observa-se area
extensa de mionecrose (asterisco), onde podemos ver o espacamento entre as fibras
musculares, edema (circulo azul), leve infiltrado inflamatério (seta preta). Aumento de 10x,

escala de 200 um.
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5.1.4- Avaliagao histopatoldgica da lesdao muscular esquelética
induzida pelo veneno de VBjussu 24 horas apés o

envenenamento.

Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos apods 24
horas da injecéo intramuscular de 40 ug do veneno de Bothrops jararacussu.
Observamos uma extensa area de mionecrose e um elevado infiltrado
inflamatério (Figuras 11 e 12). Na figura 11 ha infiltrado inflamatério, presenca
de edema e a arquitetura das fibras musculares necrosadas foi perdida.
Também na figura 11, observamos uma area de fibras musculares normais, que

nao foram afetadas.

Figura 11: Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E,
24 horas ap6s injecdo de 40 ug de veneno de Bothrops jararacussu, analisados sob
microscopio de luz. Aumento de 10x, escala de 200 pm. Observa-se mionecrose (asterisco),
infiltrado inflamatério (seta preta). Fibras musculares normais (seta verde).
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Figura 12: Infiltrado inflamatério 24 horas apo6s injecdo. Corte transversal do misculo
gastrocnémio de camundongos, corados com H&E, 24 horas apo6s injecao de 40 ug de veneno
de Bothrops jararacussu, analisados sob microscépio de luz. Aumento de 40x, escala de 50
pm.

5.1.5- Avaliagao histopatoldgica da lesao muscular esquelética
induzida pelo veneno de VBjussu 48 horas apés o

envenenamento.

Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos apos 48
horas da injec&o intramuscular de 40 ug do veneno de Bothrops jararacussu.
Observamos nas figuras 13A e 13B uma abundante area de mionecrose.
Algumas fibras musculares de aparéncia normal na regido que nao foi afetada
pelo veneno. Vasos sanguineos encontram-se congestos. Notamos um
infiltrado inflamatério presente no espaco intersticial e nas fibras musculares

necradticas.
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Figura 13: Observa-se area extensa de mionecrose (asterisco), infiltrado inflamatério (seta

preta), fibras musculares normais (seta verde) e vasos sanguineos congestos (estrela amarela)
(A). Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E, 48 horas
apos injecao de 40 pg de veneno de Bothrops jararacussu, analisados sob microscopio de luz.

Aumento de 10x, escala de 200 um (A e B).

5.1.6- Avaliagao histopatoldgica da lesdao muscular esquelética
induzida pelo veneno de VBjussu 72 horas apés o

envenenamento.

Nas figuras 14A e 14B, corte transversal do musculo gastrocnémio de
camundongos apos 72 horas da inje¢ao intramuscular de 40 pg do veneno de
Bothrops jararacussu. Observamos um acentuado infiltrado inflamatério

composto por células mononucleares em sua maioria (Figuras 14A e 14B).
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Figura 14: Corte transversal do musculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E,
72 horas ap0s injegdo de 40 ug de veneno de Bothrops jararacussu, analisados sob
microscopio de luz. Observa-se intenso infiltrado inflamatorio (seta preta) Aumento de 10x
escala de 200 pm (A) e 40x escala de 50 pm (B).

5.1.7- Avaliagao histopatolégica da lesao muscular esquelética
induzida pelo veneno de VBjussu 7 dias apés o

envenenamento.

Observamos nas figuras 15A e 15B as alteragcbes que ocorreram no
musculo gastrocnémio de camundongos 7 dias apds a injegdo com 40 ug do
veneno de Bothrops jararacussu. As fibras musculares possuem tamanhos
diferentes e seus nucleos estdo centralizados, ja evidenciando areas de
regeneragao tecidual (Figuras 15A e 15B). Células de infiltrado inflamatério

foram encontradas em numero escasso (Figuras 15A e 15B).
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Figura 15: Corte longitudinal do masculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E, 7
dias ap06s injecéo, analisados sob microscopio de luz. Observam-se fibras de diferentes
tamanhos e com nucleos centralizados (setas roxas). Aumento de 10x e escala de 200 um (A)

40x e escala de 50 um (B) e células de infiltrado inflamatério (seta preta)
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5.1.8- Avaliacao histopatolégica da lesdao muscular esquelética
induzida pelo veneno de VBjussu 14 dias apés o

envenenamento.

Nas figuras 16 e 17 observamos as alteragdes que ocorreram 14 dias
apos inje¢do no musculo gastrocnémio de camundongos com 40 pyg do veneno
de Bothrops jararacussu. Algumas fibras musculares ainda possuem tamanhos
diferentes, menores, porém mais proximos ao tamanho de fibras originais e
seus nucleos encontram-se centralizados. Observamos também uma vasta

area de tecido conjuntivo (Figura 16 A).



Figura 16: Corte longitudinal do masculo gastrocnémio de camundongos, corados com H&E,
14 dias ap0s injecdo com 40 pg do veneno de Bothrops jararacussu, analisados sob
microscépio de luz. Observam-se nucleos centralizados (seta roxa) nas fibras musculares e
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vasto tecido conjuntivo (estrela verde). Aumento de 10x e escala de 200 um (A) 40x e escala
de 50 um (B)

W% £ >
) g

P

Figura 17: Observam-se nucleos centralizados (seta roxa) nas células de tecido muscular, 14

dias ap6s injecao. Aumento de 10x e escala de 200 pm.

6. DISCUSSAO

O veneno de Bothrops jararacussu possui predominantemente
miotoxinas, que sao classificadas como fosfolipases A, ou entdo homélogas de
fosfolipase, que possui estrutura de uma, porém néo a atividade fosfolipasica
(Sousa et al., 2013). A histologia nos demonstra uma vasta area de
mionecrose, de inicio rapido. Isso refor¢ca que a acdo das miotoxinas atua de
forma direta nas membranas plasmaticas das fibras musculares, rompendo sua
integridade (Gutierrez e Ownby, 2003). Neste periodo inicial, também
verificamos células com lesGes delta (Mokri; Engel, 1975), com sua
caracteristica forma de cunha.

O tempo difere, porém notamos assim como no estudo in vivo de Queiroz

et al. (1984), que precocemente as fibras musculares ja apresentavam nudcleos
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picnoticos, e que as miofibras estavam condensadas, deixando espacos vazios
entre as células. Como h4 a perda da regulacdo de permeabilidade da
membrana plasmatica, ocorre o influxo de célcio, promovendo esta
hipercontracdo (Gutierrez e Ownby, 2003).

Queiroz et al. (1984) encontraram em alguns animais trombos de fibrina
nos vasos sanguineos, porém isso ndo foi verificado nos resultados desta
revisdo. A dose injetada entre ambos é diferente, entdo talvez essa seja uma
das causas para essa divergéncia.

Verificou-se pontos de hemorragia, porém sdo de pouca extensao, o que
esta de acordo com a literatura (Queiroz et al., 1985). Como vemos, a
quantidade de metaloproteinases de veneno de cobra (SVMPSs) presentes no
veneno de Bothrops jararacussu € bem menor. Isso explica mionecrose ser
mais evidente ao invés da hemorragia, quase nao presente.

Com 1 hora apés a injecdo do veneno, ja observamos o infiltrado
inflamatoério. No estudo de Queiroz et al. (1984) h& a descricdo da presenca de
vasculite em 6 horas, assim como no estudo da Bothropstoxina Il (BthTx-II)
isolada (Gutiérrez et al., 1991). Trombose néo foi verificada em nenhum dos
momentos e hem vasos sanguineos sem mais distingéo.

Apo6s o periodo de 4 horas, a mionecrose ficou ainda mais extensa,
nacleos ndo eram mais visualizados nas células afetadas, havia a
hipercontracdo, um maior espacamento e massas hialinas.

Dentre as laminas, o pico do infiltrado inflamat6rio foi no periodo de 24
horas, estando de acordo com os relatos da literatura (Gutiérrez et al., 1991).
Notamos que a fagocitose do material necrotico comeca a ser feita e que com
48 horas a presenca do infiltrado permanece. Com 72 horas a area necrética
praticamente ndo € visualizada.

Com 7 dias j& existe um inicio de regeneracao (Gutiérrez et al., 1991),
onde observamos nudcleos centralizados, as fibras ainda com tamanhos
diferentes uma das outras. Ha presenca de tecido conjuntivo.

Ao 14 dias, os nucleos das células do tecido muscular ainda encontram-
se centralizados, porém os tamanhos sdo mais semelhantes as fibras normais.
Houve uma leve cicatrizagédo fibrosa, assim como a dose de 20 pg utilizada em

estudo por Queiroz et al. (1984).
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Percebemos o quéo as espécies podem ter suas diferencas e isso implica
nos tratamentos que serdo utilizados. Os envenenamentos por Bothrops
jararacussu possuem uma caracteristica miotoxica importante, muitos casos
podem resultar no 0Obito, ou o individuo pode ficar com sequelas graves,
necessitando muitas vezes da amputacédo de membros.

O estudo da patogénese dos envenenamentos é de fundamental
importancia, pois seu conhecimento pode implicar em melhores terapias, como
por exemplo, novos estudos de terapias pro-angiogénicas visto que a

vascularizacdo melhora a regeneracéo do tecido muscular.
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