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APRESENTACAO

Todas as ciéncias de maneira geral sdo de fundamental relevancia perante a
sociedade, e a Medicina Veterinaria ndo é diferente, e com o aumento da biodiversidade
a sua presenca esta cada dia mais forte no meio social, pois esté inserida na rotina de
Médicos Veterinarios e estudantes que sdo fascinados pelo lastro de opg¢des dentro da
area, por este e varios outros motivos que a subsisténcia dessa ciéncia médica se mantém
firme e em continuo crescimento.

Este livro demonstra claramente esse crescimento com tantos capitulos abordando
de forma aprofundada o conhecimento da ciéncia animal. O que deixa o leitor seguro
para seguir se atualizando e tirando suas duvidas por uma fonte autores consagrados da
Medicina Veterinaria.

Esta obra vem dividida em dois capitulos com informagdes relevantes para sociedade
cientifica, e para o leitor que se interessa pelo assunto em busca de informacdes assertivas.

O livro possui 32 trabalhos com informages técnicas sobre os mais diversos estudos
de caso, e foi dividido em dois volumes onde volume 1 tem 17 capitulos e volume 2 tem
16 capitulos. Nesses trabalhos serdo abordados identificagdo de patologias que podem
ampliar e apoiar decisdes de estudos e profissionais da area da ciéncia animal.

Neste sentido busca-se o entendimento do leitor sobre o crescimento da Veterinaria
e suas atribuicbes no mercado de trabalho, principalmente jovens estudantes e jovens
médicos. Desejamos uma boa leitura!

Alécio Matos Pereira
Danrley Martins Bandeira
Cledson Gomes de Sa
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA ACAO MIONECROTICA DO VENENO
BRUTO DE BOTHROPS MOOJENI NO MUSCULO

Data de aceite: 01/11/2021

Tauanne Fernanda dos Santos

Discente do curso de medicina
Universidade Anhanguera UNIDERP-MS
Chapeco-SC
https://orcid.org/0000-0002-7075-8031

Noé Mateus dos Santos

Discente do curso de medicina veterinaria
UNOESC - Xanxeré

Chapeco6 — SC
https://orcid.org/0000-0002-2475-2405

Marco Antonio de Souza Borges Tavares

Residente de Cirurgia Geral

Médico pela Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul - UFMS

Campo Grande — MS
https://orcid.org/0000-0002-9552-6990

Emillene de Holanda Colli

Discente do curso de medicina
Universidade Anhanguera UNIDERP-MS
Campor Grande — MS
https://orcid.org/0000-0001-5475-608X

Mellénia Rodrigues Goveia

Discente do curso de medicina
Universidade Anhanguera UNIDERP-MS
Campo Grande — MS
https://orcid.org/0000-0003-0937-7472

Josimar José Torres

Superior completo em Medicina
Secretaria Municipal de Saude (SESAU)
de Campo Grande — MS

Campo Grande — MS
https://orcid.org/0000-0001-5646-5825

A subsisténcia da medicina veterinaria e sua preservagao 2

GASTROCNEMIO

Jouse Maiane Goncalves Torres

Discente do curso de medicina

Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
— UEMS

Campo Grande — MS
https://orcid.org/0000-0002-0356-2995

Lanubia Garcia de Araajo Vasconcelos

Medica pela Anhanguera UNIDERP — MS
Secretaria Municipal de Saude (SESAU) de
Campo Grande — MS

Campo Grande — MS
https://orcid.org/0000-0003-0320-0510

Gleyson Murillo Aguilera Moraes
Discente do curso de medicina
Universidade Anhanguera UNIDERP-MS
Campo Grande — MS
https://orcid.org/0000-0002-9134-2609

Damerson Muriel Souza Vasconcelos
Médico pela Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul — UFMS

Secretaria Municipal de Saude (SESAU) de
Campo Grande — MS

Campo Grande — MS
orcid.org/0000-0001-8970-6795

Doroty Mesquita Dourado

Pés Doutorado em Biologia Celular e Estrututal/
Histologia

Universidade Anhanguera UNIDERP-MS
Campo Grande — MS
https://orcid.org/0000-0002-6164-6046

Carlos Henrique Marques dos Santos

Doutorado em Medicina
Universidade Anhanguera UNIDERP-MS
Campo Grande - MS

https://orcid.org/0000-0002-1181-7329

Capitulo 2



RESUMO: No Brasil ha uma prevaléncia expressiva de injurias com serpentes Bothrops
moojeni, sendo o pais com o maior numero de acidentes em comparag¢ao aos outros paises
sul-americanos. O veneno de B. moojeni € composto de substancias farmacologicamente
ativas, como proteases, que alteram o sistema homeostatico culminando em desfechos
locais e sistémicos. O presente trabalho apresenta uma analise das alteragdes locais a partir
do envenenamento experimental com pegonha de B. moojeni. O veneno bruto, retirado de
serpentes da regido sul-mato-grossense do Pantanal, foi mantido no biotério da UCDB-MS.
Utilizou-se 30 camundongos machos, divididos em dois grupos: um grupo foi administrado
veneno bruto e outro, solugéo salina estéril 0,9% (0,1ml/100g de peso), ambos intramuscular.
Os animais foram previamente anestesiados com pentobarbital sédico na dose de 20 ug/ml
de veneno. Observou-se alteragdes nos periodos de 3 horas, 12 horas, 24 horas e 3 dias
apos inoculagdo. A avaliagdo da mionecrose foi realizada por meio de analise histolégica do
musculo, estabelecendo o padrao de alteragdes ao decorrer do tempo de envenenamento.
PALAVRAS-CHAVE: Serpentes Bothropos moojeni. Veneno Botropico. Mionecrose. Agao
téxica do veneno.

EVALUATION OF THE MYONECROTIC ACTION DUE TO THE RAW VENOM OF
BOTHROPS MOOJENIIN THE GASTROCNEMIUS MUSCLE
ABSTRACT: In Brazil there is an expressive prevalence of injuries with Bothrops moojeni
shakes, being the country with the highest number of accidents compared to other South
American countries. B. moojeni venom is composed of pharmacologically active substances,
such as proteases, which alter the homeostatic system, culminating in local and systemic
outcomes. The present work presents an analysis of the local alterations from the experimental
poisoning with B. moojeni venom. The raw venom, taken from snakes in the southern region
of Mato Grosso do Pantanal, was kept in the vivarium at UCDB-MS. Thirty male mice were
used, divided into two groups: one group was administered raw venom and the other,
sterile saline solution 0.9% (0.1mI/100g of weight), both intramuscularly. The animals were
previously anesthetized with sodium pentobarbital at a dose of 20 pyg/ml of venom. Changes
were observed in the periods of 3 hours, 12 hours, 24 hours and 3 days after inoculation.
The evaluation of myonecrosis was performed through histological analysis of the muscle,

establishing the pattern of changes over time of envenomation.
KEYWORDS: Bothropos moojeni snakes. Bothropic Poison. Myonecrosis. Toxic action of the
poison.

INTRODUCAO

Os acidentes causados por animais pegonhentos constituem importante causa de
morbimortalidade em todo o mundo, principalmente entre a populagcao do campo, floresta e
aguas (SILVA, 2015). Tendo em vista a destruicdo de reservas naturais por todo o planeta,
tais acidentes tém se mostrado cada vez mais frequentes e ainda serao expressivos por muito
tempo (CASTRO, 2006). Séo significativos problemas de saude publica, principalmente em
paises tropicais, devido a frequéncia com que ocorrem e pela mortalidade que ocasionam
(DOURADO, 2012). A maioria dos Acidentes com animais pegonhentos ocorrem em area
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rurais, e a grande parte dos estudos apontam a populacdo de baixa renda, e em sua maioria
homens que trabalham no campo (HANO et al., 2021).

No Brasil, os acidentes por animais peconhentos sdo a segunda causa de
envenenamento humano, ficando atrds apenas da intoxica¢do por uso de medicamentos
(BRASIL, 2019). De acordo com dados epidemiologicos do Sinan (Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificagéo), em 2019, foram contabilizados em todo o territério nacional um total
de 20.897 casos de acidentes ofidicos advindos de serpentes do género Bothrops. Apenas
no Mato Grosso do Sul, foram notificados 336 casos no mesmo ano. Além disso sabe-se que
muitos pacientes n&o procuraram atendimento médico, fato que contribui para subnotificagao
(CIVITOX, 2019).

As principais serpentes com relevancia clinica sdo as pertencentes as familias
Viperidae e Elapidae as quais sé@o divididas em quadro géneros: Bothrops (jararacas),
Crotalus (cascavel), Lachesis (surucucu pico de jaca) e Micrurus (coral verdadeira) (HANO
et al., 2021). A tendéncia estacionaria verificada para os acidentes ofidicos no Brasil decorre
da maioria destes (87%) serem causados por serpentes do género Bothrops (MATOS, 2020).

As peconhas das serpentes sdo produzidas por glandulas especializadas, capazes
de sintetizar e secretar uma grande quantidade de substancias biologicamente ativas.
Cerca de 90% do peso seco das pegonhas sédo constituidos por proteinas e enzimas como
fosfolipases A2, hialuronidases, L-amino-oxidases, metaloproteases e serinoproteases
(RAMOS E SELISTRE, 2006). A peconha da serpente Bothrops moojeni é rica em compostos
farmacologicamente ativos, principalmente proteases que interferem no sistema hemostatico
provocando diversas alteracdes (FONSECA, 2010). O veneno destas € constituido de uma
mistura complexa de enzimas, ions metdlicos, lipideos, proteinas e peptideos que séo
responsaveis pelas agbes locais como um leve edema, até dor, hemorragia, necrose extensa
e abscesso (OLIVEIRA, 2009).

A composicéo do veneno de B. moojeni pode apresentar variagbes na composicéao,
seja entre individuos da mesma espécie ou ao longo da vida de um Unico individuo e tem
sido associada a fatores como o sexo do animal, localizagdo geogréfica, estresse, dieta
praticada pela serpente e condi¢gdes ambientais as quais ela estd submetida (SOUSA et
al ., 2017). Além disso, Aguiar em 2019 mostrou que existe uma variabilidade individual
entre os venenos de representantes da espécie de B. moojeni. Desse modo, seus achados
reforcaram a diversidade de fen6tipos de veneno que podem ocorrer em muitos géneros de
serpentes.

O presente trabalho objetiva a avaliar a mionecrose no muasculo gastrocnémio direito
promovido pela injecdo de veneno bruto de Bothrops moojeni através de andlise histolégica
do tecido muscular. Foram utilizados a dose de 20 mg/ml de veneno e foram observadas as
alteracdes em 3 horas ,12 horas, 24 horas e 3 dias ap6s a injegéo.
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MATERIAL E METODOS

Veneno

O veneno bruto foi extraido de serpentes Bothrops moojeni capturadas na regido do
Pantanal (Estado de Matogrosso do Sul) e mantidas no Biotério da UCDB-MS (Universidade
Catélica Dom Bosco). O veneno bruto foi desidratado, liofilizado e estocado &4 —20°C.

Animais

Neste trabalho foram utilizados 30 camundongos machos, Swiss, pesando
aproximadamente 20-40 g. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas e alimentados
com ragao e agua ad libitum em condi¢bes ambientais apropriadas.

Os animais foram divididos em dois grupos: G1: injetado com solugdo de veneno bruto;
G2: grupo controle, injetado com solugéo salina estéril 0,9 % (0,1 ml/100g de peso corporal)
pela mesma via de administragdo do veneno bruto. O tempo para a eutanasia dos animais
foi de 3 horas, 12 horas, 24 horas e 3 dias. A via de inoculagdo do veneno e da solugédo
salina foi intramuscular (IM), diretamente no misculo gastrocnémio, apos a antissepsia local
e tricotomia. Neste experimento piloto foi utilizado a dose de 20 ug/kg (0,2 mg/kg) de veneno

diluido no momento de uso em solugéo salina estéril.

Estudo histolégico

Para se avaliar a mionecrose causada pela inje¢cdo de veneno bruto de Bothrops
moojeni, foi efetuada andlise histologica do tecido muscular, para caracterizar o padréo de
alteragdes em fungéo do tempo pds-envenenamento.

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40-70 mg/kg, i.p.). Apds a
induga@o anestésica foi realizada uma inciséo sobre a face antero-lateral do membro posterior
direito do animal e o musculo gastrocnémio foi retirado e dissecado, desde sua inser¢ao
tendinea distal até a proximal. Apés, algumas amostras foram colocadas em paraformoldeido
4% por 12 horas, incluidas em historresina, cortadas em ultramicrétomo e coradas em Azul de
Toluidina (AT), outras amostras foram fixadas em solugédo de Bouin por 24 horas, processadas
para inclusdo em parafina sendo os blocos cortados em micrétomo e as sec¢des de 5 mm
coradas em hematoxilina-eosina (HE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados sdo referentes ao material corado em HE (parafina)
e Azul de Toluidina (historresina) nas doses de 20 ug/ml de veneno bruto de Bothrops

moojeni.
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ANALISES DOS SINAIS CLiNICOS E MACROSCOPICOS

Na dose de 20 mg/ml de veneno bruto de Bothrops moojeni algumas alteracdes
macroscopicas foram observadas ap6s a injecdo intramuscular do veneno. O musculo
gastrocnémio mostrou-se com uma consisténcia levemente amolecida e de cor um pouco
mais escura (violacea) com poucos sinais flogisticos da inflamagdo aguda provocado pela
injecdo do veneno bruto, bem como abaulamento expressivo, dado 0 aumento de volume do

musculo.

DADOS DO GRUPO CONTROLE

Os musculos avaliados apds a inje¢édo IM de solucdo salina mostraram um aspecto

normal.

ANALISE HISTOLOGICA E HISTOPATOLOGICA NA DOSE DE 20 MG/ML DE
VENENO BRUTO DE BOTHROPS MOOJENI

3 h apés a injecao

O tecido muscular apresentou areas focais de necrose representada por fibras
musculares anucleadas, com desaparecimento total ou parcial das miofibrilas e presenca de
vacuolos intracitoplasmaticos e lesdo do tipo delta. Esta area de necrose estava circundada
por fibras musculares normais e processo inflamatério agudo constituido por congestédo
vascular, extensas areas de hemorragia, edema intersticial e exsudacao de neutrofilos (Fig.

1).

Figura 1: Secgbes transversais (A,B) de masculo gastrocnémio obtidos apés 3 h da injecdo i.m. de
veneno bruto 20 microgramas — HE- 200 x e 400x.

24 horas apés injecao
O padrao observado nos tempos anteriores foi visto também em 24 horas. Houve
também, um aumento das areas claras no interior das fibras colagenas. Neste periodo todas
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as células lesadas mostravam aparéncia hialina amorfa e com massas densas de miofibrilas
degradadas (Fig.2).

Figura 2: Secgbes transversais (A,B) de musculo gastrocnémio obtidos ap6s 24 h da inje¢éo i.m. de
veneno bruto 20 microgramas — HE- 200 x e 400x. A ponta da seta vé-se aglomerado de células dotada
de aparéncia amorfa hialina, dada lesao.

3 dias apés a injecao

Apds 3 dias o processo inflamatério agudo, congestdo vascular (vasos dilatados
repletos de hemacias), edema, aparente quantidade de neutrofilos e a hemorragia
apresentavam-se mais brandos. Pode-se notar que a area de necrose esta bem dentro do
processo inflamatorio. Essas fibras sdo pequenas, basofilas com nucleo amplo, volumoso,
arredondado, centralizado e nucléolo proeminente. Observa-se pequena quantidade de
neutrofilos no local da lesé@o e presenga de macrofagos e outros mononucleares (como 0s
plasmacitos) com proliferacéo de vasos. Ha uma diminui¢éo do processo inflamatério agudo
e observa-se o0 inicio do processo inflamatério crénico e regenerativo (Fig. 3).

Figura 3: Secgbes transversais (A,B) de musculo gastrocnémio obtidos ap6és 3 dias da injegao
i.m. de veneno bruto 20 microgramas — HE- 200 x e 400x. A ponta da seta mostra &rea amorfa de
processo inflamatério. Comeco da resolugéo do processo inflamatério agudo com inicio crénico e da
angiogénese.

DISCUSSAO

O Brasil possui uma vasta fauna de ofidios, dentre as quais a familia dos viperideos
representa 0 mais relevante grupo de serpentes dada sua importancia médica, pois
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sd@o responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos registrados no pais (BONI; ZENI;
ALBUQUERQUE,2011). A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) calcula que ocorram no
mundo 5.400.000 acidentes ofidicos por ano com 125.345 6bitos, correspondente a uma
taxa de letalidade de 2,3%(DECASTRO, 2006). O género Bothrops é responsével por cerca
de 73,5% dos 20.000 acidentes ofidicos anuais que o Brasil registra (BRASIL, 2009).

As serpentes do género Bothrops, possuem cauda lisa e cores variantes, dependendo
da espécie e da regido que vivem. A espécie utilizada neste estudo é a Bothrops moojeni,
que segundo Fonseca, 2010, é a principal espécie encontrada no cerrado Central do Brasil,
distribuindo-se do Parana até o Maranh&o. Popularmente & conhecida como Caicara,
consegue se adaptar bem as modificagdes ambientais, além de possuir caracteristicas de
ser agressiva e rapida.

Venenos de serpentes sédo ricos em fosfolipases A2 (PLA2s) e estas enzimas
induzem uma grande variedade de efeitos toxicos e farmacol6gicos, como miotoxicidade,
neurotoxicidade, cardiotoxicidade, hemdlise, incoagulabilidade sanguinea, edema e efeitos
sobre a agregacéo plaquetaria. (REBOUCAS JUNIOR,2010). Assim, os envenenamentos
por serpentes do género Bothrops causam efeitos locais como um leve edema até dor,
hemorragia, necrose extensa e abcesso, que dependem do local afetado, tempo decorrido
entre aplicagédo do soro e a quantidade de peg¢onha injetada, que podem exigir amputacao
do membro (OLIVEIRA,2009).

Sabe-se que o envenenamento Botrépico é caracterizado por severo dano local
causado, dada acdo toxica dos componentes do veneno e agravado pela inflamacgéo
induzida. Ha indicios de que as metaloproteases e as fosfolipases A2 tém um papel
central no dano local induzido pelos venenos botropicos, mas as serina proteases também
contribuem para a ocorréncia dos efeitos. A reagéo inflama téria induzida pelo veneno de B.
moojeni é mediada pela agéo do eicosanéide, histamina e 6xido nitrico, com participagdo
significativa da bradicinina nos efeitos hiperalgésicos e miotéxicos desse veneno (MAMEDE,
2016).

No tangente a atividade miotOxica, a agéo lesiva do veneno sobre o tecido muscular,
da-se em virtude da acao de duas substancias especificas, a Fosfolipase A2 e a Crotapotina,
quando juntas recebem o nome de Crotoxina, constituindo assim um heterodimero. Tais
miotoxinas atuam diretamente sobre a membrana plasmatica das células musculares
(Brenes, F. et al., 1987), resultando em um influxo de calcio para o interior da célula. A
concentragdo citosolica de calcio resulta em hipercontracdo das miofibrilas e como
consequéncia a morte celular.

Neste trabalho foi demonstrado o dano muscular no musculo gastrocnémio de
camundongos injetados nos tempos de 3h, 12h, 24h e 3 dias ap6s a injecéo IM do veneno
bruto de B. moojeni na dose de 20mg/ml.

Em trés horas apés a injecdo de veneno, a regido do tecido muscular danificada

mostrou sinais de necrose, apresentando vacuoliza¢do das células musculares, leséo do
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tipo delta, infiltracdo de neutréfilos e hemorragia. A atividade mionecrética, muito comum nos
acidentes botrdpicos, ocorre dada atua¢do das miotoxinas, que séo pequenas proteinas ou
peptideos com estrutura fosfolipasica, que levam uma variedade de efeitos farmacologicos
como miotoxicidade (BARBOSA, P.S.F.,2006).

O padrao observado no tempo anterior (3 horas) foi visto também em 12 e 24 horas
ap6s a inje¢cdo do veneno, notando-se apenas uma maior quantidade de neutréfilos ja
fagocitando uma parte da necrose. Houve também, um aumento das areas claras no interior
das fibras coldgenas. Neste periodo todas as células lesadas mostravam aparéncia hialina
amorfa e com massas densas de miofibrilas degradadas.

Apds 3 dias o processo inflamatério agudo, ou seja, a congestdo vascular (vasos
dilatados repletos de hemaécias), o edema, a quantidade de neutrofilos e a hemorragia,
apresentava-se mais brando. Pode-se notar que a area de necrose estd bem dentro do
processo inflamatério e ao passo que nas bordas da leséo séo vistas células em regeneragéo.

Os resultados apresentados neste trabalho se baseiam em hipéteses que nos tempos
iniciais apds a injecao IM do veneno bruto de B. moojeni, as células musculares passam por
varios estagios patologicos e estas fases podem estar presentes dependendo da espécie
de serpente, do tipo de dose utilizada e componente do veneno, mas todas estas células
alcangam um mesmo estado patolégico nos periodos finais.

CONCLUSAO

Conclui-se que ao 3° dia ap6s a injecao do veneno houve pequena regressao da
mionecrose no musculo gastrocnémio.
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