SCIENTIA PLENA VOL. 8, NUM. 2 2012

www.scientiaplena.org.br

Avaliacéo histologica dos efeitos da crotoxina déretalus
durissus terrificusa pele do dorso de ratos Wistar

T. F. Silvd; G. T. Santds F. S. Mendon¢a A. M. Soare§ L. M. G. Neve§,
M. A. M. Esquisattt M. V. Mazz?

'Curso de Ciéncias Bioldgicas, Centro Universitariorid&nio Ometto-Uniararas, 49100-000, Araras-SP, Hras

programa de Pés-graduacéo em Ciéncias Biomédicasr€emiversitario Herminio Ometto-Uniararas,
49100-000, Araras-SP, Brasil

Departamento de anélises clinicas toxicolégicasoeratoldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéutiaas d
Ribeirdo Preto-USP, 14040-903, Ribeiréo Preto-SkasB

maumazzi@uniararas.br

(Recebido em 18 de novembro de 2010; aceito ene @dvdreiro de 2012)

O veneno crotalico é constituido de enzimas, texepeptideos. A crotoxina corresponde a maioédérac
protéica do veneno e € responsavel por alterac@@spdtoldégicas importantes. As principais
manifestagdes clinicas da crotoxina incluem: neufoidade, miotoxicidade e citototoxicidade. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar higichmente os efeitos locais da crotoxina na pele d
dorso de ratos Wistar. Diferentes concentragBesrd@xina (g, 1Qug, 2Qug, 4Qug e 8Qug) foram
injetadas intradermicamente em 18 ratos Wistar o®chApds 24 horas da injegdo, as peles foram
retiradas, processadas e analisadas por microsdepiaz. As amostras de tecidos do grupo controle
negativo (solugcéo salina) mostraram caracterishicsislogicas tipicas de pele normal com algungqson

de infiltrado inflamatério e crostas de fibrina.odas as concentracdes utilizadas induziram altesacd
histolégicas que reproduziram de maneira crescetese dependente os danos teciduais. O edema e a
hemorragia foram heterogéneos nas diferentes ctsagérs da toxina. Dermonecrose foi identificada
nas regiées mais profundas da derme, em conceesragéiores. Nas concentracdes a partir de 10ug, a
inflamacédo foi caracterizada por leucocitose e nofilia, comparados ao controle. Degeneracdo de
estruturas teciduais foi evidenciada nos animatados com 40ug. As fibras coldgenas apresentaram
pouca modificagéo entre os grupos tratados e denim entanto, os feixes de fibras tornaram-ses mai
eosinofilicos nos grupos tratados com 40 e 80ugxiea. Nossos resultados corroboram em demonstrar
os efeitos histologicos da crotoxina (P).Ao envenenamento crotaliape séo de dificil interpretagao.
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The crotalic venom is constituted of enzymes, toxamd peptides. Crotoxin corresponds to a greater
fraction of the venom protein and is responsiblenfiajor pathophysiological changes. The main dihic
manifestations of crotoxin include: neurotoxicityyotoxicity and citotoxicity. This study aimed to
evaluate histologically the local effects of cratoin the dorsal skin of rats. Different conceritvas of
crotoxin (fug, 1Qug, 2Qug, 4Qug and 8@g) were injected intradermally in 18 male Wistatsra\fter 24
hours of injection, the skins were removed, proegsnd analyzed by light microscopy. Tissue samples
from the negative control group (saline) showeddgbphistological features of normal skin with some
points of the inflammatory infiltrate and fibrinugt. All concentrations induced histological chageat
have reproduced in an increasing manner and dqsendent tissue injury. Edema and hemorrhage were
heterogeous with different concentrations of thentoDermonecrose was identified in the deeperomgi

of the dermis, at higher concentrations. At conegitns of 1Qg inflammation was characterized by
leukocytosis and neutrophilia, in comparison withinttol. Degeneration of tissue structures was also
evident in animals treated with 4§. The collagen fibers showed little change betw&eatment and
control groups. However, the fibers became morénephkilic in the groups treated with 40 andug0of
toxin. Our results support to demonstrate the lugtoal effects of crotoxin (PLA2) in Crotalus
poisoning, which are difficult to interpret.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos representam um problemaatelgrimportancia para a saude publica
nos paises tropicais pela frequéncia com que onoeranorbidade que ocasionam [1]. No
Brasil, segqundo dados do ministério da saude (MS®)rem entre 19.000 a 22.000 acidentes
ofidicos por ano com letalidade em torno de 0,48% A maioria desses acidentes deve-se a
serpentes do géneBothropse Crotalus sendo raros os acidentes produzidoslazmhesise
Micrurus [3]. Considerando-se 0s acidentes em que o tipgedzente € identificado, o género
Botropsé responsavel por 90,5% dos castretaluspor 7,7%,Lachesispor 1,4% eMicrurus
por 0,4% [4].

A cascavel sul-american€iptalus durissus terrificgshabita os cerrados do Brasil central,
as regides aridas e semi-aridas do Nordeste, ogosaenareas abertas no Sul, Sudeste e Norte
[5]. Os envenenamentos crotalicos sao responsgedsmaior letalidade, tendo valores que
correspondem a 1,9% [2]. O veneno crotalico aptassumbstancias extremamente complexas
compostas por enzimas, peptideos e proteinas agumas toxinas j& identificadas como a
crotamina, crotoxina, giroxina, convulsina, crotiémm e fosfolipase A[6]

A crotoxina corresponde a fracdo do veneno respehg#or alteracdes fisiopatoldgicas
importantes, e é composta por duas subunidadesfdipase A e a crotapotina [7] a crotoxina
€ 0 componente responséavel pela alta toxicidadeedeno crotélico [8] e representa mais de
50% das proteinas contidas no veneno [9]. Estandopioduz potente atividade neurotdxica,
gque atua nas juncdes pré-sinapticas tanto no sistemvoso central, quanto no sistema nervoso
periférico. Inibe a liberacdo de acetilcolina, sereste o fator com maior participacdo no
bloqueio neuromuscular [10]. Evidéncias sugerem ajeeotoxina e crotamina sédo as fracdes
que induzem lesGes musculares esqueléticas, podendsar rabdomidlise intensa levando a
mioglobinaria [11].

As manifestacdes locais sdo de pequena relevadiéaindo dos venenos botrépico e
laquético, pois a dor é geralmente inexistentauando esta existe, € de baixa intensidade. Um
pequeno edema pode estar presente apesar de n@anm#io haver reacdo local [12]. As
principais manifesta¢des clinicas sdo neurotoxig@daniotoxicidade, nefrotoxicidade e acao
coagulante.

Neste estudo, o objetivo foi avaliar histologicateeos efeitos da aplicacdo da crotoxina,
uma toxina isolada do veneno da serpe@ietalus durissusterrificus, em diferentes
concentracdes, na pele do dorso de ratos Wistar.

2. MATERIAIS E METODOS

Toxina - A crotoxina isolada do veneno d&otalus durissus terrificusfoi cedida pelo
Departamento de Analises Clinicas Toxicolégicag@rtoldgicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (USP) e armazeaad€ no laboratorio de Bioquimica do
Centro Universitario Herminio Ometto - Uniararaardos ensaios diferentes concentragdes da
crotoxina isolada foram diluidas em 4gua desti(agdguL, toxina:adgua destilada), a sab@g,5
10ug, 2Qug, 4Qug e 8Qug.

Grupos experimentais18 ratos WistarRattus novergicysmachos com 70 dias de idade e
peso médio de 300 gramas foram obtidos no Centixgerimentacdo Animal “Prof.Dr. Luiz
Edmundo de Magalhdes” do Centro Universitdrio Heioni Ometto - Uniararas,
acondicionados em gaiolas com racdo comercial a @guibitum e divididos aleatoriamente
em seis grupos experimentais de trés animais ¢adas os procedimentos foram aprovados de
acordo com as regras do Comité de Etica e Pes(DiSdA, n° 012/2010). Para a realizacéo
dos experimentos os animais foram submetidos atemi@scom Cloridrato de Xilazina
(20mg/kg) e Cloridrato de Ketamina (50mg/kg) numappr¢édo de 100 de anestésico por
animal e, em seguida, foi realizada a tricotomiaegpdo dorsal. Apds 24 horas, sob anestesia
descrita anteriormente, foi realizada a injecdgadérmica nos animais: Grupo Controle
negativo, 100L de solucdo salina, e cinco grupos experimentass rgceberam 10Q de
solucdo (crotoxina) em concentracdes finais diteerpor grupo (g, 1Qug, 2Qug, 4Qug e
80ug). Apos 24h os animais foram anestesiados e aitalos por deslocamento cervical. A
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pele do dorso no local da aplicacdo foi fotografaaetirada para analise dos efeitos
histoldgicos.

Andlise histolégica As amostras de pele foram removidas da regiasatloios diferentes
grupos animais e imersas em solugdo fixadora dealdeido a 10% em tampé&o Millonig pH
7,4 durante 24h a temperatura ambiente. Em segsigacas foram desidratadas e processadas
para embebicdo em Parapl¥st(Merck). Cortes transversais (6pm) foram corados p
Picrosirius-Hematoxilina para posterior visualizagi preparado em microscopia de campo
claro e sob luz polarizada para observacdo da iaayfio das fibras colagenas; Azul de
Toluidina em tampédo Mcllvaine pH 4,0 para analisedistribuicdo dos glicosaminoglicanos;
Hematoxilina e Eosina para andlise da organizaglo edtruturas teciduais. Os preparados
foram analisados e documentados em Fotomicroscbheica DM2000 sediado junto ao
Laboratério de Micromorfologia do Centro UniversitdHerminio Ometto - UNIARARAS.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A morbidade relacionada ao envenenamento por degelesta espécie € dependente nao
somente da quantidade de veneno administrado, amkétm da composicdo quimica do
mesmo, caracteristica de cada espécie peconheéhtd 4]l Assim, as serpentes das familias
Elapidae e Hydrophiidae produzem venenos altamesbeotoxicos, provocando a morte da
vitima por bloqueio da transmissdo neuromuscular oBtro lado, os venenos de serpentes das
familias Viperidae e Crotalidae (também consideradb-familia de Viperidae) provocam
principalmente choque, necrose tecidual, coagulagé@iavascular, hemorragia local e
sistémica, e edema [15], embora a neurotoxicidadgém seja um importante efeito em
vitimas de envenenamento crotalico. Moléculas dereza peptidica tais como Crotalphine e
Crotoxina, ambas isoladas de venenosQietalus ja foram investigadas quanto as suas
interacbes com diferentes tipos de receptores naigr¢l6, 17, 18]. A composicdo do veneno
crotalico é complexa, sendo constituida abundantenor enzimas e peptideos, dentre outras
toxinas, que apresentam efeitos diversos sobraiesutos esqueléticos, sistema nervoso, rins e
sistema de coagulacdo sanguinea [19]. Entre os wwnfes de origem protéicas mais
estudadas no género estdo as fosfolipases fuas isoformas. Com esta classe de enzimas ja
foram identificados muitos efeitos farmacoldgicdentre os quais se destacam o neurotdxico,
cardiotoxico, anticoagulante, antiplaquetario, hiégo, hemorrdgico, inflamatério e
mionecrdtico [20]. Atualmente, existe um amplo iesse sobre estudos relacionando a
estrutura-funcéo das PLANcluindo propriedades estruturais e funcion2ig.[

Os resultados obtidos neste trabalho mostraramagemtoxina (PLA) causou relevantes
alteracdes teciduais e inflamatérias sobre o moelgtlodado. As amostras de tecidos de ratos do
grupo controle mostraram caracteristicas histoggtépicas de pele normal com alguns pontos
de infiltrado inflamatorio e crostas de fibrinagoe € considerado normal, pois mesmo uma
injecdo com solucéo salina provoca alteragfesuaisdo local de aplicacdo. As concentracdes
utilizadas de 5ug a 80ug induziram edema, infitirdflamatério, necrose, hemorragia e
eosinofilia de fibras colagenas, que se reproduzida maneira crescente e dose dependente
(tabela 1).
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Tabela 1: Efeitos citotéxicos da crotoxina isolattaveneno de Crotalus durissus terrificus em difers
concentracdes sobre a pele do dorso de ratos Wistar

Grupos Infiltrado Fibras
Experimentais Edema Inflamatorio Necrose Hemorragia Eosinofilicas
GC- Solucao salina (+) (+) ) ) )
GT- Crotoxina (5ug) ) ) Q) Q) S
GT- Crotoxina (10u9) ) ) ) *) )
GT- Crotoxina (20p9) ) ) S ) Q)
GT- Crotoxina (40u9) ) ) *) *) *)
GT- Crotoxina (80p9) () () *) *) *)

GC: Grupo Controle, GT: Grupo Tratado, (+): Present): Ausente.

Utilizando concentracbes maiores da crotoxina, ebsese a formacao de extensas areas de
necrose na camada muscular subcutdnea localizalaeg&es mais profundas da derme
caracterizando acdo de dermonecrose, resultantfeito direto da toxina sobre as células
(figura 1-E e F). Acdo dermonecroética também paateesidenciada pelo veneno de aranhas do
géneroLoxosceleem loxocelismo analisado em cdo da raca Pit lmulhaspital veterinério da
Universidade Estadual de Londrina, Parana [22]rdastudo corrobora com os resultados
obtidos, pois em caes envenenados @mtalus analises histopatolégicas mostraram necrose
de fibras musculares e mionecrose ocasional, as fpram observadas intercaladas entre as
fibras musculares normais [23]. Em envenenamenttalezo experimental realizado em
bovinos, através da inoculagéo por via subcutargficou-se ao exame histologico necrose de
midcitos em todos os musculos examinados [24]. IReks similares foram obtidos com o
veneno bruto da vespa sockRdlybia paulista caracterizado por mionecrose do tipo miolitica
em preparacao de diafragmas de camundongos [25].

A extensédo do edema foi heterogénea nas difereateentracées, sendo mais evidentes em
concentracdes maiores da toxina. Observou-se tamabfirmacao destes entre a epiderme e
derme, a partir da aplicacao de 20ug.

A reacdo inflamatéria foi mais evidente a partirgiopo tratado com 10ug (figura 2-B) pela
presenca de um infiltrado de leucdcitos com predmmdle neutréfilos. Poucos autores se
referem ao comportamento dos leucécitos no envemamta crotalico e quando o fazem é
apenas como um dado complementar [26]. No entatievacdes no numero de leucdcitos sao
esperadas, na qual a leucocitose por neutrofiléapresente [27]. Houve inducdo e migragdo de
leucécitos em torno de vénulas (figura leBposteriormente, por toda a extensdo da derme em
concentracbes maiores. A hemorragia foi visuaéizads regides mais profundas da derme,
iniciando-se na concentracdo de 10upg (figura 1-@emsistindo nas concentragdes maiores.
Envenenamento experimental intramuscular do vewrestdlico em bovinos contribuem com
seus resultados anatomo-histologicos nos quaisnfaaidenciadas leves hemorragias nos
pulm@es, intestinos, musculos e coracao [28]. Eideates ofidicos ocorridos com equinos da
regido sul do Brasil pelo género da serpd@u&opstambém foi relatado através de achados
histopatologicos hemorragia acentuada na maiogadgaos [29].

A degeneracdo de estruturas da epiderme, dermeantala muscular subcutanea foi maior
a partir do grupo tratado com 40ug.
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Figura 1 — Fotomicrografia de cortes transversasregido da pele (derme profunda) do dorso de ratos
Wistar coletados apos 24 horas da injecao intradéande diferentes concentracdes da crotoxina isalad
(ug) de Crotalus durissus terrificus. Em A — Grugmmtrole, B — (5ug), C — (10ug), D — (20ug), E —
(40ug) e F — (80ug). Os cortes foram corados pedtodo de Hematoxilina e Eosina e analisados por
microscopia de luz em campo claro. (*) — Camadaaulas subcutanea;®) — Edema; {) — Infiltrado
inflamatério. Barra = 100pum.

i8]

Figura 2 — Fotomicrografia de cortes transversasmggido da pele (derme profunda) do dorso de ratos
Wistar coletados apés 24 horas da injecdo intradéandas concentracdes da crotoxina isolada (ug) de
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Crotalus durissus terrificus . Comparacao do inditlo inflamatério mais evidente na concentracédo de
crotoxina em B — (10pg) do que em A — (Grupo cdefr®s cortes foram corados pelo método Azul de
Toluidina e analisados por microscopia de luz emma claro. (*) — Camada muscular subcutanem;) (

— Edema; ) — Infiltrado inflamaté6rio. Barra = 100 pum.

A organizacdo das fibras colagenas apresentou pmocificacdo quanto ao seu arranjo
entre os grupos tratados e controle, como pddarsdisado em campo claro e campo escuro
(sob luz polarizada) pelo método de coloracdo Bicus—Hematoxilina (figura 3). No entanto,
os feixes de fibras tornaram-se mais eosinofilioasseja, apresentaram maior afinidade pela
eosina, provavelmente devido a acdo da fosfolipassente na composi¢do da crotoxina. Nas
maiores concentragdes do veneno (40 e 80 pg)erstama deve atuar modificando a estrutura
das moléculas de colageno, aumentando a afinideslmdsmas pelo corante (figura 4-E e F).

Figura 3 — Fotomicrografia de cortes transversassrégido da pele (epiderme) do dorso de ratos Wista
coletados ap6s 24 horas da injecao intradérmica dascentracdes da crotoxina isolada (ug) de
Crotalus durissus terrificus. Em A — (Grupo congr@nalisado em campo claro), B — (Grupo controle
analisado sob luz polarizada), C — (80ug de crataxanalisada em campo claro), D — (80ug de
crotoxina analisada sob luz polarizada). Os coftamm corados pelo método de Picrosirius-Hetoxilin
e analisados por microscopia de luz em campo aemo(A e C) e sob luz polarizada em (B e D)—~*)
Epiderme; () — Fibras colagenas. Barra = 100um .
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Figura 4 — Fotomicrografia de cortes transversagsreégido da pele (epiderme) do dorso de ratos Wista
coletados ap6s 24 horas da injecéo intradérmica diferentes concentracdes da crotoxina isolada (ug)
de Crotalus durissus terrificus . Em A — Grupo col&, B — (5ug), C — (10ug), D — (20ug), E — (4Ppg

F — (80ug). Os cortes foram corados pelo métodoHg#gnatoxilina e Eosina e analisados por
microscopia de luz em campo claro. (*) — Epiderifhe) — Edema; ) — Infiltrado inflamatério. Barra
=100 pum.

Nesse estudo, por meio da necropsia ndo foramiczgtifs alteragcbes macroscopicas que
pudessem caracterizar o diagndstico de inje¢cdadétmica da crotoxina isolada do veneno de
Crotalus durissus terrificusNao houve necrose visivel no local da aplicacémo observado
em envenenamentos experimentais crotalicos [30dnAp um edema quase imperceptivel foi
verificado no local, sendo este, portanto, um fajae contribue para a dificuldade do
diagnostico clinico de acidentes ofidicos causagms Crotalus durissus terrificusEsta
auséncia de alteracGes no local da inoculacédo tanibédescrita em humanos [31] e em
bovinos [28].
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4. CONCLUSAO

Nossos resultados permitem confirmar por meio déises histologicas, importantes efeitos
da crotoxina no envenenamento por serpentes dor@@&retalus pois as manifestacdes
clinicas locais sao de dificil interpretacdo, n&orcendo lesdes macroscopicas visiveis. Neste
estudo foram comprovados os efeitos edematogénitamatorio e necrosante da crotoxina e o
potencial citotoxico de uma fosfolipase (P)LA
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