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RESUMO

Venenos de serpentes sdo compostos por substancias ativas complexas, sendo a maioria delas
de natureza proteica, causando diversos efeitos no ser humano e em animais domésticos,
podendo levar ao 6bito. A serpente popularmente conhecida como Corre-campo é nativa na
regido do Nordeste, sendo encontrada em todo o estado do Cearé e é denominada Philodryas
nattereri. Esse estudo teve por objetivo conhecer as alteracdes morfofisioldgicas de pele de
camundongos apos inoculagdo com o veneno total desta serpente. Os animais foram
distribuidos em trés grupos, sendo que dois receberam concentragdes de 20 pg/mL e 40
pg/mL, inoculados via subcutanea, e um terceiro grupo recebeu 40 pg/mL do veneno via
intradérmica. Os resultados macroscopicos mostraram a presenca de uma crosta na regido
inoculada, bem como a presenca de hemorragia, tal atividade foi confirmada por achado
histopatolégico. Microscopicamente, todos 0s grupos experimentais apresentaram infiltrado
inflamatdrio linfoblastico e de polimorfonucleares, hemorragia, edema, e presenca de fibrose.
O veneno da serpente Philodryas nattereri alterou a arquitetura normal do tegumento. Nossos
resultados corroboraram em demonstrar tais alteracdes, uma vez que esta substancia toxica de
origem animal, presente na nossa biodiversidade nordestina apresenta poucos dados na
literatura, sendo desta forma, uma importante ferramenta para estudos das alteracdes

morfofisiolégicas de pele.

Palavras-chave: Peconha. Pele. Histopatologia.



ABSTRACT

Snake venoms are composed of complex active substances, most of them of protein nature,
causing various effects on humans and domestic animals and can lead to death. The snake
popularly known as Run-field is native to the Northeast region, found throughout the state of
Ceara and is called Philodryas nattereri. This study aimed to know the morphological and
physiological changes in the skin of mice after inoculation with the whole venom of this
snake. The animals were divided into three groups, two of which received concentrations of
20 pg / mL and 40 pg / mL, inoculated subcutaneously, and a third group received 40 pg / mL
poison intradermally. The macroscopic results showed the presence of a crust in the
inoculated area, and the presence of bleeding, this activity was confirmed by histopathological
analysis. Microscopically, all experimental groups had lymphoblastic and polymorphonuclear
inflammatory infiltration, hemorrhage, edema, and fibrosis. The venom of the snake
Philodryas nattereri altered the normal integument architecture. Our results corroborate to
demonstrate such changes, since this toxic substance of animal origin present in our Northeast
biodiversity presents few literature data, thereby being an important tool for the study of
morphological and physiological changes in the skin.

Keywords: Poison. Skin. Histopathology.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia mundial de acidentes ofidicos e sua gravidade sdo desconhecidas.
Porém, segundo dados da Organizagdo Mundial de Saiude (OMS), estima-se que acontecam
2.500.000 casos de envenenamentos por serpentes peconhentas ao ano, o que resulta em,
aproximadamente, 125.000 mortes e inumeros casos resultam em sequelas graves
(ALBUQUERQUE et al, 2013).

No Brasil, o0 pais com o maior nimero de casos de acidentes ofidicos que ocorre
na América do Sul, cerca de 20.000 casos sdo notificados por ano, com uma taxa de letalidade
de 0,45% (LEITE et al, 2013). No estado do Ceara em 2012 foram notificados 445 casos
envolvendo picadas de serpentes peconhentas, sendo considerado, ainda, um nimero elevado
(BRASIL, 2012).

O Brasil possui uma das mais ricas faunas de serpentes do Planeta, e, de acordo
com a Sociedade Brasileira de Herpetologia, atualmente sdo conhecidas 426 espécies,
pertencentes atualmente as familias: Aniliidae (01 espécie), Anomalepididae (07), Boidae
(13), Colubridae (38), Dipsadidae (267), Elapidae (39), Leptotyphlopidae (16),
Tropidophiidae (3), Typhlopidae (6) e Viperidae (36). Dessas, 19,4% (75 espécies) sdo
consideradas pegonhentas e sdo responsaveis por cerca de 20 mil acidentes ofidicos
anualmente no Pais (NERY, 2012).

Segundo Melgarejo (2003), as serpentes da familia Colubridae, género Philodryas
sdo consideradas ndo peconhentas. No entanto, alguns casos de envenenamento humano tém
sido relatados na literatura (ARAUJO, 1997). Estes relatos s&o restritos principalmente a
Philodryas olfersii (P. olfersii), que é potencialmente perigosa para os vertebrados (ROCHA,
2007). A baixa incidéncia de acidentes causados por Philodryas é devido a anatomia dos
dentes inoculadores e a localizacdo na regido posterior do maxilar (denticdo opistdglifa), o
que dificulta injetar o veneno. Embora normalmente serpentes do género Philodryas néo
apresentem comportamento agressivo (VITT, 1980), em 1992 foram relatados 132 casos com
P. olfersii, P. patagoniensis (P. patagoniensis) e Philodryas aestivus no Hospital Vital Brasil
(HVB), Instituto Butantan, SP (ARAUJO, 1997).

O veneno produzido por estes animais sd0 compostos por substancias ativas que
possuem a funcéo de defesa e captura de presas para sua alimentagdo. Tais substancias sao
formadas por toxinas. Existe uma grande variedade de estruturas toxicas decorrente da
evolucdo das espécies (MELGAREJO, 2003). Assim, cada espécie de serpente possui seu

veneno com a sua composicdo quimica caracteristica, levando a uma variagao dos efeitos do
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mesmo no organismo humano. Dessa forma, a caracterizacdo dos efeitos especificos das
fracdes de venenos ofidicos é de profunda importancia para o entendimento das alteracdes
patolégicas decorrentes do envenenamento, bem como de processos bioquimicos e
fisiolégicos. Além disto, um estudo mais detalhado destes compostos tdxicos, principalmente
das fragdes pode ser bastante promissor no desenvolvimento de novos farmacos (GARCIA &
LEWIS, 2003).

A pele é o primeiro 6rgdo que entra em contato com o veneno, uma vez que todo e
qualquer acidente ofidico ocorre pela inoculacdo da peconha na mesma. Tem a fungdo de
protecdo contra os raios ultravioleta através da melanina, protege contra a perda de agua e
contra o atrito; colabora na termorregulacdo do corpo; além de participar do processo de
excrecdo de varias substancias. E constituida por duas porcdes, a mais externa chamada de
epiderme e, mais internamente, a derme.

A epiderme composta por queratindcitos e melandcitos, tem origem da ectoderme
e é formada por cinco camadas. Sdo elas: mais externamente a camada coOrnea, seguida da
camada llcida, camada granulosa, camada espinhosa e a mais interna, camada basal. A
derme, de origem mesodérmica, € composta por uma associacao de fibroblastos, fibrdcitos,
vasos linfaticos, sanguineos e nervos, além de anexos cutaneos (tais como glandulas
sudoriparas e sebaceas, pélos e masculo eretor do pélo) formando, assim, as camadas papilar e
reticular JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A despeito da grande diversidade de serpentes opistoglifas brasileiras é escasso 0
conhecimento das propriedades bioguimicas e farmacoldgicas de seus venenos (ROCHA,
2007). Considerando a importancia dos acidentes ofidicos causados pelas serpentes do
género Philodryas, o objetivo deste trabalho é estudar os efeitos biol6gicos do veneno total da
Philodryas natererri (P. nattereri) Steindachner, 1870. Com o intuito de avaliar a hipétese de
alteracGes morfoldgicas na pele causadas pela inoculacdo do veneno desta espécie, pressupde-

se que ocorrerdo modificacOes relevantes para a integridade da sadde animal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AS SERPENTES DA FAUNA BRASILEIRA

Pertencentes ao reino Animalia, as serpentes estdo presentes praticamente em todo
0 mundo, constituindo o maior nimero de répteis viventes (HICKMAM et.al.,, 2004;
ROBERTS; LARSON, 2004; OLIVEIRA NETO, 2015). Sao animais vertebrados, carnivoros
e ectotérmicos e pertencem ao grupo dos répteis (INSTITUTO BUTANTAN, 2015) e cerca
de 2.300 espécies de serpentes ja foram descritas na literatura (MELGAREJO-GIMENEZ,
2002).

No Brasil, diversos sdo os estudos acerca das familias Viperidae (36 espécies) e
Elapidae (39 espécies), pois sdo consideradas peconhentas, ou seja, que possuem glandula
produtora de veneno e aparelho inoculador, sendo responsaveis por cerca de 20 mil acidentes
ofidicos anualmente no Pais (NERY, 2012).

A familia Colubridae Oppel, 1811, recentemente dividida em Colubridae e
Dipsadidae Bonaparte, 1838, sdo consideradas a mais diversificada, pois compreende cerca de
65% das espécies de serpentes conhecidas no mundo (ZAHER, et al. 2009). Abrange espécies
com denticdes aglifas e opistdglifas, sendo estas Gltimas capazes de ocasionar acidentes com
humanos, uma vez que possuem glandulas de Duvernoy (GD), responsaveis pela produgédo de
secrecdo tdxica ou veneno; no entanto, sdo convencionalmente consideradas ndo pegonhentas.

Existem quatro tipos de denticdo em serpentes que possibilitam a diferenciacdo
das espécies peconhentas e ndo peconhentas, conforme os tipos de dentes e a localizacdo das

presas: aglifas, opistdglifas, proterdglifas e solendglifas (MALGAREJO, 2003) (Figura 1 e 2).

Figura 1 - Tipos de dentices das serpentes
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PROTEROGLIFA SOLENOGLIFA

Fonte: Adaptado de https://blogdonurof.wordpress.com/2010/09/03/sobre-o0-tipo-de-denticao-das-serpentes/

Figura 2 - Foto de cranios de serpentes de diferentes denti¢oes

AGLIFA OPISTOGLIFA

PROTEROGLIFA SOLENOGLIFA

Fonte: Internet. Adaptado de http://pt.wikipedia.org/wiki/Tipos de denti%C3%A7%C3%A30_em_serpentes#



https://blogdonurof.wordpress.com/2010/09/03/sobre-o-tipo-de-denticao-das-serpentes/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tipos_de_denti%C3%A7%C3%A3o_em_serpentes
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A auséncia de dente especializado em inocular veneno caracteriza as aglifas. Seus
dentes servem somente para rasgar tecidos e orientar a entrada da presa para o estdmago.
Encontrada principalmente nos animais da familia Boidae. A denticdo opistoglifa é
caracteristica nas serpentes da familia Colubridae. Além dos denticulos, apresenta um par de
dentes inoculadores localizados na regido posterior do maxilar superior, que tem a finalidade
de perfurar profundamente o tecido da presa e injetar o veneno produzido pela GD. A familia
Elapidae €é caracterizada por possuir denticdo proteréglifa, onde seu dente inoculador
localiza-se na parte anterior da mandibula. O mecanismo de mordida é simples, uma vez que a
serpente morde e libera a peconha pelo canal semi-aberto do dente. Serpentes com dentigéo
solenoglifas s@o aquelas pertencentes a familia Viperidae, que se caracteriza pela presenca de
duas presas especializadas, moveis e capazes de projetar uma mordida de abertura de 90 graus

para frente.

2.2 ACIDENTES OFIDICOS POR COLUBRIDEOS

Os acidentes ofidicos constituem um dos maiores problemas de Saude Publica na
América Latina (CAMPBELL; LAMAR 1989, GUTIERREZ; LOMONTE 2003; WARRELL
2004), sendo atualmente classificados como doenca negligenciada pela OMS(World Health
Organization, 2014). Ocorrem cerca de 25 mil casos de acidentes ofidicos ao ano, sendo a
maioria deles registrados como causados por serpentes da familia Viperidae (SINAN, 2013).

Considera-se que 0s acidentes mais graves ocorrem em paises pobres, geralmente
de regides tropicais e subtropicais. Ainda assim, nesses paises ha a possibilidade da
notificacdo ser subestimada, sendo muitas vezes tratados com métodos ultrapassados e
procedimentos ndo efetivos (ALBUQUERQUE et al., 2004). No Brasil, existem programas
para contabilizar e acompanhar os casos de envenenamento, porém, sabe-se que a quantidade
de casos é muito superior a quantidade registrada, devido, entre outros fatores, as dificuldades
de acesso aos servicos de saude, principalmente no campo (LEMOS et al., 2009).

Dentre os paises latinos, o Brasil ocupa a 12 colocacdo em numeros de casos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009), justificada pela sua grande extensdo territorial, sua
elevada biodiversidade e pelo acompanhamento de programas nacionais. Foram registrados
103.422 acidentes ofidicos, com 464 6bitos entre os anos de 2010 a 2013 (SINAN — Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificacdo, 2013), sendo segundo o Sinan, no ano de 2012,
19.946 casos de acidentes ofidicos em humanos no Brasil, sendo a familia Viperidae
envolvida em 82,7% dos casos, e a familia Elapidae, em 0,9% (BRASIL, 2012).
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Segundo Santos—Costa et al., (2001) levantamentos tém demonstrado que cerca de
20 a 40% dos acidentes ofidicos no Brasil séo causados por serpentes colubrideas (SANTOS-
COSTA et al., 2001; SALOMAO et al, 2003), sendo os principais géneros envolvidos
Helicops, Oxyrhopus, Thamnodynastes e Philodryas (PUORTO; FRANCA 2003).

Embora a literatura seja escassa em relagdo aos acidentes causados por serpentes
opistoglifas, varios relatos ressaltam a importancia de suas toxinas. Casos descrevendo a
gravidade dos acidentes causados pelas Philodryas olfersii Lichtenstein, 1823 e Philodryas
patagoniensis Girard, 1857 em humanos tém sido descritos (NISHIOKA; SILVEIRA 1994,
ARAUJO; SANTOS 1997, ROCHA et al., 2003), assim como a ocorréncia de Obito
(SALOMAO; DI BERNARDO 1995).

O perfil epidemioldgico dos acidentes causados por serpentes ndo peconhentas foi
tracado a partir de estudos, verificando-se que o nimero de relatos sobre picadas causadas por
serpentes ndo pegonhentas aumentou consideravelmente, tornando-se um problema de saude
publica (BIGELLI et al., 2012). Segundo o autor, entre todos os acidentes registrados no pais,
40% s&o causados por serpentes ndo peconhentas.

Salomado et al. (2003) apresentam informacdes dos registros anuais do HVB e da
Colecdo, no periodo de 1959 a 1999, e encontram que a frequéncia dos acidentes por
serpentes ndo peconhentas varia de 23,5 a 40,5%, 0 que representa 1.923 acidentes por
colubrideos em um total de 6.445 acidentes ofidicos.

Segundo Oliveira et al., (2006) em estudo prospectivo realizado no periodo de
julho e dezembro de 2007, com abordagem quantitativa de casos de acidentes com serpentes
ndo peconhentas, atendidos nos Centros de Assisténcia Toxicoldgica da Paraiba, 165 casos
foram atendidos por acidentes ofidicos, sendo 51 (30,9%) causados por serpentes ndo
peconhentas. O género Philodryas foi 0 mais prevalecente com 26 casos (50,9%), as espécies
identificadas foram Philodryas olfersii (9,8%), Philodryas nattererie Oxyrhopus
trigeminus em 2 casos (3,9%).

Levantamentos realizados em diversas outras partes do Brasil por SILVEIRA,
NISHIOKA, (1992), CARVALHO; NOGUEIRA, (1998) e SANTOS-COSTA et al., (2001)
relataram dados de que os acidentes por serpentes ndo peconhentas correspondem a 19% em
Uberlandia-MG, 56% em Cuiaba-MT e 38% em Porto-Alegre-RS, o que demonstra que esses
acidentes tém sido subdimensionados e os dados publicados no Manual de Prevencao e
Diagnostico de Acidentes por Animais Peconhentos do Ministério da Saude provavelmente

ndo refletem a situacédo real do nimero destes acidentes. Em cerca de 20% desses acidentes
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por Colubrideos, a serpente identificada como responsavel pertencia ao género Philodryas
(SALOMAO et al., 2003).

2.3 GENERO Philodryas

O género Philodryas Wagler, 1830 é composto por 22 espécies da subfamilia
Xenodontinae (Tribo Philodryadini) (UETZ; HOSEK, 2015), distribuidas amplam ente na
América do Sul tropical e temperada (FERRAREZZI, 1994; BISBY et al., 2006).

No Brasil, estas espécies sdo encontradas em areas das regides Nordeste e Centro-
Oeste e em toda a regido Sudeste e Sul, estendendo-se até a Patagébnia (HARTMANN;
MARQUES, 2006).

2.3.1 Espécie Philodryas nattereri

Classificacao
Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Reptilia
Ordem: Squamata
Subordem: Serpentes
Familia: Dipsadidae
Género: Philodryas

Espécie: Philodryas nattereri
Steindachner 1870

A serpente Philodryas nattereri Steindachner, 1870 (Figura 3) conhecida
popularmente por “cobra de cip0, corre-campo ou cobra-tabuleiro” pertence a familia
Dipsadidae. Apresenta coloracdo verde-oliva com a por¢éo final do corpo de cor castanho.
Possui em média 1,20 cm a 1,60 cm de comprimento, olhos grandes com pupila redonda,
muito veloz e com atividade diaria muito intensa. Comparada a outras espécies, é considerada

uma serpente de pequeno porte (VITT, 1994).
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Figura 3 - Philodryas nattereri (“Cobra-tabuleiro”)

Fonte: Foto: P.C.M.D. de Mesquita

Encontra-se distribuida em regides aridas e semiaridas da América do Sul, sendo
mais comum na regido Nordeste do Brasil (Ceara e Rio Grande do Norte) (Figura 4).
InformacgOes sobre a reproducéo desta espécie sdo raras e consistem basicamente de tamanho
das ninhadas e em algumas fémeas presenca de ovos no ovidutos, dimorfismo sexual e ciclo
reprodutivo feminino. As fémeas sdo maiores do que os machos. Provavelmente os machos
produzem esperma continuamente ao longo do ano e as fémeas ficam férteis durante nove
meses, de fevereiro a outubro (MESQUITA, 2010).

Figura 4 -Distribuicéo geografica da serpente no Brasil

@
Ny

Fonte: Adaptado de:http://www.google.com.br/imagens/mapas.NUROF-UFC

B

A serpente P. nattereri apresenta glandulas tubulares complexas denominadas
Glandulas de Duvernoy (GD) (TAUB, 1966) (Figura 5). Sdo glandulas localizadas na regidao
temporal, supralabial, atras dos olhos, compostas principalmente de células serosas dispostas
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em lobulos que se abrem em um duto lobular. Esta estrutura mostra ampla gama de variacdes,
com transicdes desde a auséncia da glandula até a presenca de somente células serosas em
glandulas totalmente diferenciadas (TAUB, 1966). Acredita-se que deva ter evoluido a partir
da glandula supra-labial. E homologa as verdadeiras glandulas de pegonha das proterdglifas e
solendglifas (KARDONG, 2002). Na P. nattereri estd localizada na regido pds-orbital
inferior, aderida & musculatura de coloracdo rosea. Essa glandula apresenta forma ovulada,
com superficie granular e coloracdo esbranquicada, com a consisténcia firme a compressédo
(NERY, 2012). Morfologicamente, é considerada mista ou seromucosa, por ser composta por
células mucosas e serosas,resultando em modificacdes estruturais que visam a secre¢do de
veneno, uma substancia rica em um complexo carboidrato-proteina. (AKAT et.al., 2011).

Uma importante caracteristica da glandula é o modo pelo qual é armazenada a
secrecdo produzida. Em grande parte é guardada no citoplasma das células secretoras. A
liberagdo da secrecdo produzida pelas Philodryas olfersii ocorre somente apds uma serie de
prostracdes maxilares (SERAPICOS, 2006). Estudando a GD de P. olfersii e P.
patagoniensis, Serapicos (2006) viu que seus tdbulos secretores apresentaram resultado
positivo quanto a presenca de proteinas, 0 que garante uma toxicidade maior a referida
glandula.

Figura 5 — Esquema da Gléndula de Duvernoy de Philodryas (GD); e da glandula
supralabial (GSL)

Fonte: Serapicos, E.O.

2.4 VENENO DE SERPENTES

Estudos com venenos de serpentes tém possibilitado a elucidacdo de diversos

processos bioquimicos e fisiologicos manifestados durante o envenenamento, bem como
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contribuido sobremaneira na modelagem molecular de novos principios ativos de drogas para
0s mais variados fins (MENEZ, 1998; GUTIERREZ, 2002).

A peconha das serpentes € composta por varias substancias, cuja propor¢do e
caracteristicas variam entre familias, géneros e entre as mesmas espécies. A composicdo da
peconha pode variar ainda em funcéo da idade e do sexo do animal, habitos alimentares, da
distribuicdo geogréafica, do carater individual entre serpentes e sazonalidade. Exemplo disso
ocorre nas fémeas de Bothrops jararaca (B. jararaca), que produzem cinco vezes mais
peconha do que os machos (FURTADO; TRAVAGLIA-CARDOSO; ROCHA et al., 2006).

O veneno das serpentes contém componentes organicos e inorganicos, sendo que
cerca de 90% sdo proteinas enzimaticas ou ndo enzimaticas, carboidratos, lipidios, aminas
biogénicas, nucleotideos, aminoacidos e peptideos (GUTIERREZ, 2002). Enguanto isso 0s
componentes inorganicos mais comuns séo Ca™", Cu*, Fe™*, K*, Mg*™*, Mn**, Na*, P*, Co™, e
Zn*" sendo que alguns exercem funcdo de mantedores de estabilidade estrutural de certas
proteinas, como as metaloproteinases, que sao fatores hemorragicos e outros funcionam como
catalisadores em funcdes enzimaticas especifica (NERY, 2012).

E importante ressaltar, também, que a intensidade dos sintomas apos
envenenamento estd relacionada com a quantidade de peconha inoculada, que por sua vez,
depende do tamanho, da idade da serpente, como também do tempo em que foi alimentada.

Atualmente hd um grande namero de toxinas purificadas e caracterizadas a partir
de venenos de serpentes, sobretudo de diversas espécies de Bothrops (THEAKSTON;
KAMIGUTI, 2002). Dentre essas, o complexo enzimatico das fosfolipases A2 (PLA2) e
enzimas proteoliticas que interferem em processos hemostaticos tém sido intensamente
investigados (KINI, 1997; ANDRIAO-ESCRASO et al., 1997; SMOLKA et al.,1998).

2.4.1 VENENO DO GENERO Philodryas

Em contraste com a vasta literatura existente sobre as pegonhas de serpentes
proteroglifas e solendglifas, observa-se pouca investigacdo quanto a peconha de serpentes
opistoglifas. Portanto, a composicdo das secrecdes orais tdxicas de colubrideos & pouco
conhecida, apesar da grande diversidade de espécies de serpentes onde essas glandulas sédo
descritas (ZINGALI et al., 2011).

Varias enzimas tém sido detectadas em venenos de colubrideos, as quais tém
diversos mecanismos de acdo convergindo em um papel bioldgico fundamental, uma vez que

estas possivelmente atuam como secre¢des de digestdo, contribuindo para a lubrificacdo e



22

também para a apreensdo e morte de suas presas (WEINSTEIN; KARDONG, 1994; HILL;
MACKESSY, 2000). Algumas destas enzimas, tipicas dos venenos de viperideos e elapideos,
podem ou nio estar presentes nos venenos de colubrideos.

De acordo com os poucos resultados encontrados sobre a consideravel poténcia do
veneno, sugere-se que animais no grupo dos colubrideos podem conter compostos com
algumas semelhangas com o veneno de outras serpentes que possuem suas presas na regido
cranial. Os venenos das espécies P. olfersii e P. patagoniensis, que foram estudados, parecem
ndo ter um numero de propriedades enzimaticas que sdo caracteristicas da maioria de
serpentes proteroglifas e solendglifas (WEINSTEIN; KARDONG, 1994).

Minton e Wenstein (1987) demonstraram que 0s venenos de serpentes colubrideas
possuem acles tdo complexas quanto 0s venenos de serpentes proteroglifas, diferindo apenas
na quantidade de proteinas, sendo a dos colubrideos menor.

Duas propriedades comuns as serpentes de ambas as familias sdo as atividades
hemorragicas e de proteases caseinoliticas, e essas atividades sdo amplamente distribuidas
entre colubrideos (KORNALIK et al, 1978.; HIESTAND; HIESTAND, 1979; VEST, 1981b;
SAKAI et al.,, 1983; VEST, 1988; ASSAKURA et al, 1992, 1994.; GLENN et al, 1992.;
WEINSTEIN; SMITH, 1993). A acdo hemorragica do veneno de Philodryas p6de ser
neutralizada pelo soro antibotropico em estudos experimentais, sugerindo a presenca de
antigenos comuns aos venenos de colubrideos e de algumas espécies de Bothrops (BRASIL,
1998; ASSAKURA et. Al., 1992; ROCHA, 2005). Porém, a soroterapia pode ser ineficaz ou
até desencadear reacGes anafilaticas em acidentes ocorridos com outras espécies de
colubrideos (SILVEIRA & NISHIOKA, 1992; BUCARETCHI etal., 1994; NISHIOKA
&SILVEIRA, 1994).

Uma propriedade importante da peconha da Philodryas olfersii ¢ a formacdo de
edema, sendo sua capacidade de formacdo trés vezes maior do que no veneno de Bothrops
moojeni, que possui uma grande atividade edematogénica. Ndo foi detectada atividade da
enzima fosfolipase A2 (PLA2), mesmo em grandes concentragbes de veneno. N&o ha
presenca de enzima prd-coagulantes ou do tipo trombina, ja que ndo ocorreu coagulacdo nas
substancias testadas (ASSAKURA et al, 1994).

As manifestacGes mais comuns de envenenamento por P. olfersii sdo: dor local,
edema, eritema, equimose e linfadenopatia regional com coagulagdo normal. Paralisia,
insuficiéncia respiratdria, hemorragia e morte também foram observadas. A gravidade do
envenenamento parece ser maior em mordidas por P. olfersii do que pelas outras espécies do

género, embora 0 baixo nimero de casos notificados ndo permita tirar uma conclusdo a este
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respeito. Do ponto de vista clinico, a reacdo local apds envenenamento é semelhante ao
observado em picadas por espécies do género Bothrops sp. (NICKERSON & HENDERSON,
1976; SILVA; BUONONATO, 1983, 1984) e pode resultar em soro tratamento inapropriado
com seus riscos associados (NISHIOKA,; SILVEIRA, 1994).

Peichoto et. al, (2006) testaram o0 veneno da P. patagoniensis objetivando
verificar sua capacidade de induzir alteracdes hematoldgicas e histopatoldgicas em ratos apds
ser administrado por vias intramuscular, subcutanea e intravenosa. Fragmentos de Orgaos
(cerebelo, cérebro, pulmédo, figado, rim e coragdo) foram coletados para exames
histopatologicos. Observagdes histopatolégicas mostraram hemorragia multifocal em cortes
de cerebelo, de cérebro e de pulméo, severo acumulo de capilar peritubular em cortes de rim e
degeneracdo hidropica em cortes de figado, quando o veneno foi administrado
intravenosamente. Quando administrado por via subcutanea os resultados foram similares ao
anterior, com excecdo da hemorragia cerebelar. J& por via intramuscular ndo foi observado
hemorragia nem cerebral ou cerebelar. Os resultados sugerem que o0 veneno da P.
patagoniensis induz moderadas mudancas histopatoldgicas em 6rgdos vitais de ratos. Essas
mudangas comegam em estadios iniciais do envenenamento e podem estar associadas com
uma anormalidade comportamental ou funcional desses 6rgdos durante o envenenamento.
Além disso, esses danos podem levar a sequelas permanentes (PEICHOTO, et al. 2006).

De acordo com Peichoto et al., (2006) altos niveis plasméaticos da alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram evidenciados, quando o
veneno da P. patagoniensis foi administrado intravenosamente e subcutaneamente.

A atividade necrosante decorrente dos envenenamentos de serpentes viperideas
origina-se da acdo de enzimas proteoliticas causando a destrui¢do dos tecidos moles proximos
ao local da picada (ROSENFELD 1971). Entre os envenenamentos causados por colubrideos
ndo tem sido descrita a atividade necrosante. Entretanto, Peichoto et al. (2004) determinaram
esta atividade em veneno de P. patagoniensis o qual apresentou atividade Dose Minima
Necrosante(DMN) igual a 180,5 mg/rato. Os resultados apresentados por Rocha & Furtado
(2007), mostraram que os venenos de P. olfersii (DMN = 79,1ug/ rato + 3,9) e P.
patagoniensis (DMN = 63,5 pg/rato + 4,6) sdo capazes de causar pronunciada dermonecrose,
sendo o veneno de P. patagoniensis o mais ativo.

O veneno da P. nattereri parece ser bastante ativo tanto quanto o da P. olfersii
(SAZIMA; HADAD, 1992). No entanto, nos casos ja relatados em experimentos executados in

vitro e in vivo, os sinais locais e os sintomas causados por P. olfersii e P. patagoniensis exibem

alguns efeitos semelhantes aos citados com a serpenteP. nattereri, que mostram efeitos locais,
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como dermonecrose, mionecrose e atividade edematogénica, além de alta atividade
hemorrégica, que causam danos ao endotélio vascular pela perfuragdo da membrana basal das
paredes dos vasos, atividade proteolitica, fibrinogenolitica e proeminente processo
inflamatorio. Peichoto et al. 2005, demonstra também, algumas alteragdes na homeostase,
como a atividade de enzimas que hidrolisam componentes plasmaticos. Estas atividades em
conjunto com aquelas que agem sobre a parede dos vasos sanguineos levam a uma atividade
hemorragica, e podem resultar em sequelas permanentes ou até causar a morte de vitimas
mordidas por estas serpentes (PEICHOTO et al., 2005).

Dentre as alteracdes locais encontradas em envenenamentos por serpentes P.
nattereri s&o comuns as mesmas desse género — dor, edema, hemorragia local e dermonecrose,
podendo ocorrer também a degranulacdo de mastdcitos, lesdes musculares decorrentes da acao
direta ou indireta de toxinas presentes na peconha, além de alteragcbes microcirculatorias,
promovendo o inicio da resposta inflamatdria e consequente infiltrado leucocitario para o local
da inflamacdo (GUTIERREZ; LOMONTE, 2003).

Nery et.al (2014), com o objetivo de avaliar os efeitos renais do veneno da P.
nattereri em um sistema de perfusdo e caracterizar suas as possiveis alterac@es histoldgicas,
utilizou diferentes concentracbes do veneno(l e 3 pg/mL) em rins isolados de ratos.
Fisiologicamente, o Orgdo apresentou alteracfes, tais como uma diminuicdo da pressao de
perfusdo, na resisténcia vascular renal, fluxo urinario e na taxa de filtragdo glomerular, bem
como uma diminuigdo do transporte de sodio e cloreto. Tais resultados concordam com
aqueles encontrados na literatura acerca de Bothrops marajoensis (EVANGELISTA et.al.,
2010), Bothrops insularis (BRAGA etal, 2006), Bothrops jararaca (MONTEIRO;
FONTELES, 1999) e Bothrops jararacussu (HAVT etal, 2010). Histologicamente, foi
observada na concentracdo menor, de 1pg/mL, uma dilatagdo tubular principalmente no
tibulo contorsido distal, alca de Henle, acumulo de material proteinaceo e sangue dentro dos
tubulos; vasos e interticios normais. Na de 3ug/mL, considerada a maior, visualizou-se uma
evidente degeneragdo dos tubulos, presenca de material proteindceo dentro dos tlbulos e nos
espacos de Bowman; glomérulos com alteracdes discretas e tubulos com alteracdo moderadas;
porém ndo foi observado alteracdo nos vasos. Assim, 0 autor conclui que 0 veneno causou
uma tocixidade no rim isolado, pois foi capaz de alterar parametros funcionais renais, além de
ter promovido as alteragdes morfologicas.

Na literatura encontra-se relato acerca da relevante atividade edematogenica do
veneno de P. nattereri em pata de ratos. A evolucdo do edema demonstrou ser uma acgao

rapida, sendo este bem pronunciado nas duas primeiras horas ap0s a inoculagdo, atingindo seu
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efeito maximo nesse tempo, quando a concentracdo foi de 10pug/mL. A regressdo foi de forma
gradativa até 24 horas. Na concentracdo de 3ug/mL, o edema apresentou comportamento
semelhante ao grupo que recebeu a concentracdo maior (NERY, 2012).

A atividade miotoxica do veneno da P. nattereri foi observada por Nery et. al.
(2014) em musculos de camundongos inoculados com doses de 50ug nos tempos de 2h, 4h,
24h e 48h. Demonstraram alteracbes como hemorragia em focos, edema, integridade da parte
da fibra muscular e balonizada em menor numero, presenca de exsudato inflamatorio e
mionecrose nas duas primeiras horas. Apés 4 horas de inoculacdo, permaneceu a hemorragia
em focos; fibra muscular foi destruida focalmente e ha presenca de moderado exsudato
inflamatdrio, que permanece até as 8 horas. Nas 24 e 48 horas, as fibras musculares
apresentaram poucas alteracdes, com observacao de regeneracdo do mesmo, além de exsudato
inflamatdrio se apresentar discreto.

As fracbes podem ser protéicas (complexadas ou ndo). Dentre as diversas
proteinas que compdem o0s venenos de serpentes, estdo as fosfolipases A2, enzimas
largamente distribuidas na natureza e extensivamente estudadas (DENNIS, 1994, MARCHI-
SALVADOR, 2008). As PLA2 sdo as proteinas multifuncionais capazes de participar de
diversos processos fisiolégicos, tais como: remodelamento de membranas e digestdo de
fosfolipidios, dentro outros. Além disso, sd@o enzimas mediadoras de Varios processos
inflamatérios (MARCHI-SALVADOR, 2008). Podem ser encontradas tanto em meio
intracelular (citosol) apresentando alta massa molecular (85kDa), quanto em meio
extracelular, como em muitos fluidos bioldgicos, particularmente em secrecfes pancreaticas,
exudados inflamatdrios e em venenos de répteis (serpentes e lagartos), insetos e artropodes
(ROSENBERG, 1990; ARNI; WARD, 1996; OWNBY 1999 e MARCHI-SALVADOR,
2008) e apresentam baixa massa molecular (12 a 15 kDa). Fosfolipases A2 de venenos de
serpentes apresentam em sua estrutura primaria de 120 al23 aminoacidos que seguem o
modelo de numeracdo da PLA2 de pancreas bovino (RENETSEDER et al., 1985).

De acordo com Nery (2012), o teor de proteina da peconha da P.nattereri foi de
863,919/ mg de veneno, correspondendo a 86,3% do teor total de veneno desta espécie. Desta
forma, subentende que seja menos protéico do que o da B. jararaca, o qual o teor protéico
total corresponde a 100%. Este resultado se apresentou semelhante, quando comparado ao de
outras espécies, tais como P. olfersii (923 pg/ mg), P. patagoniensis (814ug/ mg) e Bothrops
jararaca (799ug/ mg). Nery (2012) realizou, ainda, a electroforese em gel de SDS-

poliacrilamida e viu que o veneno da P.nattereri mostrou varias bandas de proteinas, variando
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entre 45 kDa e 100 kDa; enquanto que a peconha de B. jararaca tem bandas de proteina na
gama de 45-210 kDa.

A espectometria de ressonancia nuclear (RMN) é considerada a técnica mais
importante para uma investigacdo a nivel molecular. Permite obter uma informacéo estrutural
e dinamica para qualquer estado da matéria, uma vez que existem relacbes muito proximas
entre os dados obtidos por 1H-RMN e o arranjo dos prétons na molécula em investigacdo
(CORREIA et al., 2001), propondo, em algumas vezes, a estrutura de uma molécula
desconhecida. De acordo com Nery (2012), o espectro 1H RMN de P. nattereri mostrou que o
veneno ha presenca de péptidos, aminoacidos simples (fendlicos, compostos aromaticos e
alifaticos) e derivados de aminoacidos representando os principais componentes do mesmo.

Um maior conhecimento acerca da composi¢do do veneno se faz necessario, pois
pode possibilitar uma compreensdo maior acerca do poder de atuacdo do mesmo, uma vez que
sua atividade farmacoldgica possa estar relacionada a mudangas estruturais das proteinas que
0 compde.

O reconhecimento da importancia do dano tecidual local e sistémico por
envenenamentos com serpentes do género Philodryas motiva um crescente nimero de estudos
sobre sua patogénese, 0 que pode resultar em novas modalidades na terapéutica desses
acidentes, assim como o conhecimento de mecanismos de injaria de células e tecidos que
podem ser comuns a outras condi¢Bes patoldgicas, além de proporcionar esforgos para isolar

toxinas especificas responsaveis por tal atividade (LOPES, 2008).

2.5 APELE

A pele é o maior 6rgdo de um organismo, atingindo 16% do peso corporal.
Recobre toda a superficie do corpo e desempenha diversas funcdes, tais como: protecdo
contra lesGes; colabora na termorregulacdo; funcéo protetora contra a radiacdo ultravioleta;
participa do processo de produgdo da vitamina D, dentre outras fungdes. Uma das mais
importantes, devido a sua grande extensdo e abundante inervacdo sensorial, é receber
estimulos do meio ambiente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Por ser 0 meio de contato como meio interno do organismo, o0 tegumento serve
como uma camada, protegendo os érgdos internos contra lesbes e ou atritos superficiais.
Possui terminagdes nervosas, que levam as informag6es sobre 0 meio ambiente para o sistema
nervoso central. Localizado na parte profunda da epiderme, apoiadas na membrana basal e

presas aos queratindcitos por meio de desosomos; as células de Merkel sdo mecano-
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receptores, para a sensibilidade tactil. Existe uma estrutura em forma de disco, em contato
com a base destas células, onde se inserem fibras nervosas aferentes, que conduzem impulsos
para o sistema nervoso central (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Por meio de seus vasos sanguineos, glandulas sudoriparas e tecido adiposo, a pele
participa da termorregulagdo corporal E ela quem produz e armazena a melanina, um
pigmento responsavel pela protecdo contra os raios ultravioleta. Os melandcitos, presentes na
juncéo da derme com a epiderme ou entre 0s queratinocitos da camada basal da epiderme, séo
as células responsaveis pela sintese de melanina. Tal sintese ocorre com a participagdo da
enzima tirosinase. Devido a sua a¢do, 0 amino&cido tirosina é transformado em dopa, que pos
sua vez, produz a dopa-quinona que, apés varias transformacdes, converte-se em melanina
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Por sua vez, os raios solares agem sobre precursores sintetizados no organismo,
fazendo com que a pele produza vitamina D (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A sua morfologia é dividida em trés camadas principais: a epiderme, a derme e a

hipoderme (Figura 6).

Figura 6- Fotomicrografia de pele grossa, evidenciando todas as camadas da pele e

glandulas sudoriraparas

Fonte: Janaina Serra Azul Monteiro Evangelista
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2.5.1 Epiderme

De acordo com Junqueira e Carneiro (2013), a epiderme tem origem
mesodérmica, constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado. E composto
basicamente por diferentes células epitelias, onde os queratindcitos sdo os mais abundantes,
cerca de 90% e quem formam a queratina. Os outros tipos de células sdo os melandcitos,
constituindo cerca de 5% das células presentes na epiderme responsaveis pela producdo de
melanina; as células de Langerhans e as de Merkel, constituindo juntas os outros 5%
responsaveis pela protecédo e fungédo sensorial, respectivamente.

A espessura e a estrutura da epiderme podem variar de acordo com o local no
organismo. Ela é mais espessa e complexa na palma da mdo e na planta dos pés. Nestes
lugares, é constituida por cinco camadas que se distribuem, da derme papilar para a superficie
epidérmica, da seguinte forma (Figura 7):

1. Camada Basal: as células sdo prismaticas ou cubodides e basoéfilas; separando a
epiderme da derme. Também pode ser chamada de germinativa. Responsavel
juntamente com a proxima camada (a espinhosa), pela renovacdo constante da
epiderme, pois apresenta intensa atividade mitotica.

2. Camada Espinhosa: as células sdo cubdides ou ligeiramente achatadas. Possui
os tonofilamentos, que sdo feixes de filamentos de queratina presentes nas
curtas expansfes entre os citoplasmas. Tais expansGes citoplasmaticas se
aproximam e se mantem unidas com as células vizinhas atraves de
desmossomos, 0 que da a cada célula um aspecto espinhoso. Os filamentos de
queratina, bem como os desmossomos, tém papel importante na manutengéo da
coesdo entre as células de epiderme e na resisténcia ao atrito.

3. Camada Granulosa: Nesta camada encontram-se os granulos de gquerato-
hialina no citoplasma das células que se encontram em fileiras e possuem
formato poligonais achatadas e possuem nucleo central. Outra caracteristica
desta camada € a presenca dos granulos lamelares que séo células que contem
discos lamelares formados por bicamadas lipidicas e sdo envoltos por
membrana. Eles se fundem com a membrana plasmatica e expulsam seu
contetido para o espaco intercelular da camada granulosa, onde o material

lipidico se deposita, indo contribuir para formar uma barreira contra a
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penetracdo de substancias e tornar a pele impermeavel a agua, impedindo a
desidratagdo do organismo.

4. Camada Lucida: Constituida por uma delgada camada de células achatadas,
eosindfilas e translucidas, cujos nucleos e organelas citoplasmaticas foram
digeridos por enzimas dos lisossomos e desapareceram. H& indmeros
filamentos de queratina no citoplasma, nos quais sdo compactados e envolvidos
por material elétron-denso. Ainda apresenta desmossomos entre as células.

5. Camada Codrnea: As células sdo achatadas, mortas e sem nucleos. H&
presenca de muita queratina no citoplasma destas. Os queratindcitos possuem
variacdo de peso molecular a medida que se diferenciam. As células da
membrana basal apresentam queratina de baixo peso molecular, enquanto que
0s queratinécitos mais diferenciados sintetizam queratinas de maior peso
molecular. Nesta camada, 0s queratindcitos ja estdo transformados em placas

sem vida e descamam continuamente.

Na pele mais fina, a epiderme é mais simples, faltando as camadas granulosa e Ilcida,
e apresentando uma camada cérnea muito reduzida (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Figura 7- Fotomicrografia de pele fina no aumento total de 400x, aparato em H.E

Skin, thin H&E

Fonte: Janaina Serra Azul Monteiro Evangelista

2.5.2 Derme

E constituida de tecido conjuntivo e faz a unido da pele ao tecido subcutineo ou
hipoderme. Possui saliéncias na superficie externa irregular, chamadas de papilas dérmicas.
Estas aumentam a area de contato da derme com a epiderme, reforcando a unido entre essas
duas camadas. Além de vasos sanguineos e linfaticos e de nervos, também sdo encontrados:
foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas; que sdo estruturas derivadas da epiderme
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A derme é constituida por duas camadas, onde seus limites sdo poucos distintos: a

papilar e a reticular.
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1. Camada Papilar: é a mais superficial e delgada. E constituida por tecido
conjuntivo frouxo que forma as papilas dérmicas. Presenca de fibrilas especiais
de colageno, que se inserem por um lado na membrana basal e pelo outro
penetram profundamente na derme. S&o essas fibrilas que contribuem para
prender a derme a epiderme.

2. Camada Reticular: é a mais profunda e espessa. E constituida por tecido
conjuntivo denso ndo modelado. Assim como a papilar, contem muitas fibras

do sistema colageno e elastico, responsavel pela elasticidade da pele.

2.5.3 Hipoderme

Formado por tecido conjuntivo frouxo, que une a derme aos 6rgos subjacentes. E
nela que se encontra o paniculo adiposo, que é uma camada desenvolvida constituida de
tecido adiposo unilocular. O paniculo adiposo modela o corpo e é uma reserva de energia que
proporciona protecédo contra o frio JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013).

2.6 VIAS DE ADMINISTRACAO

A via de administracdo € o caminho pelo qual um medicamento € levado ao
organismo para exercer o seu efeito. Existem dois tipos: administracdo enteral e parental.

A parental é a forma de se administrar uma droga ou medicamento no ser vivo
evitando o contato direto com o trato gastrointestinal. Dentre as suas diversas formas de
administracdo, a via cutanea é aquela que consiste na administracdo de medicamentos através
da pele, podendo ser: via intradérmica ou subcutanea. A injecdo subcutanea (ISC) se da
através da inoculacao nos tecidos adiposos, debaixo da pele, onde o produto inoculado move-
se mais rapidamente para a corrente sanguinea do que por via oral (Figura 6). A ISC permite
uma administracdo medicamentosa mais lenta e gradual que a injeccdo intramuscular, visto
que a sua absorcdo é feita principalmente atraves dos capilares, provocando também um
ligeiro traumatismo dos tecidos. Tem como vantagem a facilidade de produzir sensibilizacdo
e, ainda, dor e necrose, quando utilizadas substancias irritantes (SPINOSA et al., 1999).
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Figura 8 — Esquema da inoculagéo via subcutanea ( 1SC)

Fonte: Internet. http://slideplayer.com.br/slide/398338/

A Injecdo Intra-Dérmica (ID) é usada principalmente para fins de diagnoéstico, tais
como a prova de tuberculina e os testes de alergia. A inoculacdo do produto se da dentro das
camadas mais externas da pele (Figura 7). Por haver baixa absorcdo sistémica dos agentes
injectados, este tipo de injeccdo é usado principalmente para produzir um efeito local
(LIMA,2008).

Figura 9 — Esquema da injeco intra-dérmica(ID).

epldermis

dermis

tejido celular| §
subculaneo

musculo

Fonte: Internet. http://slideplayer.com.br/slide/398338/
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3 JUSTIFICATIVA

Assim como os venenos de serpentes das familias Viperidae e Elapidae, os
venenos de colubrideos também sdo uma rica fonte de novos compostos e ferramentas
centificas. Logo, constituem um vasto campo para a pesquisa e isolamento de substancias com
potencial farmacoldgico ou outras aplicacdes em diversas areas da medicina humana e animal.

Portanto, diante do numero significativo de acidentes ofidicos, da similaridade
deste veneno estudado com de outras serpentes locais e regionais e, sobretudo da escassez de
publicacdo cientifica a cerca de venenos de algumas serpentes, notadamente as da nossa
regido nordeste, este estudo se justifica pela possibilidade de elucidara acdo morfofisiologica
do veneno da serpente Philodryas nattereri. Ndo apenas para conhecer seus efeitos
biol6gicos, mas também para que medidas terapéuticas possam ser tomadas com mais
especificidade no tratamento de envenenamentos, e a possibilidade da utilizacdo como
ferramenta morfofisiofarmacoldgica de um constituinte isolado deste veneno.

Essa dissertacdo se enquadra na linha de pesquisa em sanidade animal visando a
um estudo morfologico com énfase nas alteracdes que acometem a arquitetura histologica
tegumentar, promovidas pelo veneno desta serpente em estudo, a fim de determinar as suas

alteraces histologicas e propiciar o melhor soro antiofidico a vitima apos o acidente ofidico.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

O veneno da serpente Philodryas nattereri provoca alteracbes morfologicas em
pele de camundongos. Pressupde-se que tais modificagcOes sdo relevantes para a integridade da
salde do animal e para compreender o mecanismo de acdo do mesmo, bem como dos seus

constituintes.
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5 OBJETIVOS

5.1 GERAL

a) Verificar os efeitos morfofisioldgicos do veneno total da Philodryas nattereri

em pele camundongos.

5.2 ESPECIFICOS

a) Observar as alteracdes macroscépicas de pele de camundongos inoculadas pelo
veneno total de P. nattereri;

b) Verificar as alteracfes histologicas provocadas pelo veneno total P. nattereri
na pele de camundongos;

c) Contribuir para o avanco nos estudos toxinoldgicos, notadamente no que se

refere a seus efeitos bioldgicos com fins terapéuticos e/ou industriais.
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6 CAPITULO 1

ALTERACOES MORFOLOGICAS DE PELES DE CAMUNDONGOS INOCULADOS
COM O VENENO TOTAL DA SERPENTE Philodryas nattereri (Dipsadidae)

MORPHOLOGICAL ALTERATIONS IN MICE SKINS INOCULATED WITH THE
TOTAL SNAKE VENOM OF Philodryas nattereri (Dipsadidae)

LAS ALTERACIONES MORFOLOGICAS EN LA PIEL DEL RATONES
CAUSADAS POR EL VENENO DE LA SERPIENTE Philodryas nattereri (Dipsadidae)
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ALTERACOES MORFOLOGICAS DE PELES DE CAMUNDONGOS INOCULADOS
COM O VENENO TOTAL DA SERPENTE Philodryas nattereri (Dipsadidae)

RESUMO

Venenos de serpentes sdo compostos por substancias ativas complexas, sendo a maioria delas
de natureza proteica, causando diversos efeitos no ser humano e em animais domésticos,
podendo levar ao 6bito. A serpente popularmente conhecida como Corre-campo € nativa na
regido do Nordeste, sendo encontrada em todo o estado do Ceara e é denominada Philodryas
nattereri. Esse estudo teve por objetivo conhecer as alteragdes morfofisioldgicas de pele de
camundongos ap06s inoculagdo com o veneno total desta serpente. Os animais foram
distribuidos em trés grupos, sendo que dois receberam concentracbes de 20 pg/mL e 40
pg/mL, inoculados via subcutanea, e um terceiro grupo recebeu 40 pg/mL do veneno via
intradérmica. Os resultados macroscopicos mostraram a presenca de uma crosta na regido
inoculada, bem como a presenca de hemorragia, tal atividade foi confirmada por achado
histopatoldgico. Microscopicamente, todos 0s grupos experimentais apresentaram infiltrado
inflamatério linfoblastico e de polimorfonucleares, hemorragia, edema, e presenca de fibrose.
O veneno da serpente Philodryas nattereri alterou a arquitetura normal do tegumento. Nossos
resultados corroboraram em demonstrar tais alteracGes, uma vez que esta substancia toxica de
origem animal, presente na nossa biodiversidade nordestina apresenta poucos dados na
literatura, sendo desta forma, uma importante ferramenta para estudos das alteracdes

morfofisiolégicas de pele.

PALAVRAS-CHAVE: Peconha. Pele. Histopatologia.

MORPHOLOGICAL ALTERATIONS IN MICE SKINS INOCULATED WITH THE

TOTAL SNAKE VENOM OF Philodryas nattereri (Dipsadidae)
ABSTRACT

Snake venoms are composed of complex active substances, most of them of protein nature,
causing various effects on humans and domestic animals and can lead to death. The snake
popularly known as Run-field is native to the Northeast region, found throughout the state of
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Ceara and is called Philodryas nattereri. This study aimed to know the morphological and
physiological changes in the skin of mice after inoculation with the whole venom of this
snake. The animals were divided into three groups, two of which received concentrations of
20 pg / mL and 40 pg / mL, inoculated subcutaneously, and a third group received 40 pg / mL
poison intradermally. The macroscopic results showed the presence of a crust in the
inoculated area, and the presence of bleeding, this activity was confirmed by histopathological
analysis. Microscopically, all experimental groups had lymphoblastic and polymorphonuclear
inflammatory infiltration, hemorrhage, edema, and fibrosis. The venom of the snake
Philodryas nattereri altered the normal integument architecture. Our results corroborate to
demonstrate such changes, since this toxic substance of animal origin present in our Northeast
biodiversity presents few literature data, thereby being an important tool for the study of

morphological and physiological changes in the skin.

KEYWORDS: Poison. Skin. Histopathology

LAS ALTERACIONES MORFOLOGICAS EN LA PIEL DEL RATONES
CAUSADAS POR EL VENENO DE LA SERPIENTE Philodryas nattereri (Dipsadidae)

RESUMEN

Los venenos de serpiente se componen de sustancias activas complejas, la mayoria de ellos de
naturaleza proteica, provocando diversos efectos sobre los seres humanos y los animales
domésticos, y pueden llevar a la muerte. La serpiente popularmente conocido como Run-
campo es nativa de la region Nordeste, que se encuentra en todo el estado de Ceara y se llama
Philodryas nattereri. Este estudio tuvo como objetivo conocer los cambios morfoldgicos y
fisiolégicos en la piel de ratones después de la inoculacién con todo el veneno de esta
serpiente. Los animales fueron divididos en tres grupos, dos de los cuales recibieron
concentraciones de 20 pug / ml y 40 pug / mL, inoculados por via subcutanea, y un tercer grupo
recibié 40 pg / ml veneno por via intradérmica. Los resultados macroscopicos mostraron la
presencia de una costra en el area inoculada, y la presencia de sangrado, esta actividad se

confirmd por analisis histopatoldgico. Microscopicamente, todos los grupos experimentales
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tuvieron infiltracion linfoblastica y polimorfonucleares inflamatoria, hemorragia, edema y
fibrosis. ElI veneno de la serpiente Philodryas nattereri altera la arquitectura normal
tegumento. Nuestros resultados corroboran para demostrar tales cambios, ya que esta
sustancia toxica de origen animal presente en nuestra biodiversidad Northeast presenta pocos
datos de la literatura, siendo por lo tanto una herramienta importante para el estudio de los

cambios morfoldgicos y fisiologicos en la piel.

PALABRAS CLAVE: Venom. Piel. Histopatologia.

INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos constituem um dos maiores problemas de Saude Publica na
América Latina!, sendo atualmente classificados como doenca negligenciada pela
OMS(World Health Organization, 2014). Apesar da incidéncia mundial e de sua gravidade
serem desconhecidas, estima-se que ocorra cerca de 2.500.000 casos de envenenamentos por
serpentes peconhentas ao ano, o que resulta em, aproximadamente, 125.000 mortes e

inimeros casos resultam em sequelas graves?.

Dentre os paises latinos, o Brasil ocupa a 1* colocacdo em numeros de casos,
justificada pela sua grande extensdo territorial3, por sua elevada biodiversidade e pelo
acompanhamento de programas nacionais. Foram registrados 103.422 acidentes ofidicos, com
464 bbitos entre os anos de 2010 a 2013, sendo segundo o SINAN, no ano de 2012, 19.946

casos de acidentes ofidicos em humanos no pais®.

O Brasil possui uma das mais ricas faunas de serpentes do Planeta, sendo conhecidas
426 espécies, pertencentes atualmente a dez familias: Aniliidae (01 espécie), Anomalepididae
(07), Boidae (13), Colubridae (38), Dipsadidae (267), Elapidae (39), Leptotyphlopidae (16),
Tropidophiidae (3), Typhlopidae (6) e Viperidae (36). Dessas, 19,4% (75 espécies) sdo
consideradas peconhentas e sdo responsaveis por cerca de 20 mil acidentes ofidicos
anualmente no Pais’. Apesar disto, levantamentos tém demonstrado que cerca de 20 a 40%

dos acidentes ofidicos no Brasil sdo causados por serpentes colubrideas®®.
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As serpentes da familia Colubridae, género Philodryas sdo consideradas néo
peconhentas®. No entanto, alguns casos de envenenamento humano tém sido relatados na
literatura®. A baixa incidéncia de acidentes causados por Philodryas é devido & anatomia dos
dentes inoculadores (localizados na regido posterior do maxilar), o que dificulta injetar o

veneno, além do seu comportamento nao agressivo™.

O veneno produzido pelas serpentes sdo compostos por toxinas. Existe uma grande
variedade de estruturas toxicas decorrente da evolucdo das espécies. Assim, cada espécie de
serpente possui seu veneno com a sua composicdo quimica caracteristica, levando a uma

variacao dos efeitos do mesmo no organismo humano.

A pele é o primeiro 6rgdo que entra em contato com 0 veneno, uma vez que todo e
qualquer acidente ofidico ocorre pela inoculacdo da peconha na mesma. Tem a fungdo de
protecdo (ndo s6 dos raios ultravioleta através da melanina, como protege contra a perda de
agua e contra o atrito); colabora na termorregulacdo do corpo; além de participar do processo

de excrecéo de vérias substancias™.

A despeito da grande diversidade de serpentes opistoglifas brasileiras é escasso o
conhecimento das propriedades bioquimicas e farmacologicas de seus venenos, e
considerando a importancia dos acidentes ofidicos causados pelas serpentes do
género Philodryas o objetivo deste trabalho foi de estudar os efeitos bioldgicos do veneno
total da Philodryas natererri (P. nattereri). Para este fim, foram observadas as alteragoes
macroscopicas e histoldgicas provocadas pelo tal, inoculados via subcutdnea em peles de
camundongos nas concentracdes de 40ug/mL e 20ug/mL e, por via intradérmica na

concentracdo de 40pg/mL.

MATERIAL E METODOS

Obtencgéo do Veneno

O veneno total foi extraido e gentilmente cedido pelo Nucleo Regional de Ofiologia
(NUROF) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara — UFC, Fortaleza,
Brasil (Cadastro Técnico Federal n° 480572). O veneno foi liofilizado e mantido a
temperatura de -20°C até o momento de sua utilizacdo, onde foi diluido em solucdo salina
(0,9%, wi/v solucédo de NaCl).
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Animais experimentais

Camundongos machos Swiss (20-30g), foram mantidos em alojamento com
temperatura controlada, umidade relativa do ar 65,3 % e 12 h claro/escuro, receberam agua e
comida ad libitum. Os animais e os protocolos de pesquisa utilizados neste estudo estdo de
acordo com as diretrizes da Comissdo de Etica para uso de animais da Universidade Estadual
do Ceara — UECE, nimero de protocolo 2669326/2014.

Protocolo Experimental

Foram utilizados 34 camundongos,pesando aproximadamente 25g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual do Ceara. Os animais foram distribuidos em dois
grupos: inoculados via subcutanea e via intradérmico. O grupo que utilizou a via subcutanea
foi dividido em trés subgrupos, nos quais, 08 animais receberam a concentracdo de 40 pg/mL
(Grupo A); 08 animais receberam 20 pg/mL (Grupo B) e 06 animais formam o grupo controle
(Grupo C), recebendo solucdo salina. Aqueles que formam o grupo inoculado via
intradérmica foram divididos em dois subgrupos, sendo que 08 animais receberam a
concentracédo de 40 pg/mL (Grupo D) e 06 animais formararm o grupo controle (Grupo E). As

concentragdes estdo de acordo com estudos encontrados na literatura?2.

Antes dos experimentos 0s animais foram submetidos a jejum alimentar e hidrico de 8
horas. Posteriormente foram anestesiados com xilazina e quetamina por via intraperitoneal
(i.p) com a dose de 0,1mL/10g e a analgesia foi feita com 0,1mg/kg de tramadol. Em seguida
ocorreu a tricotomia na regido do dorso, em que ocorreu a inoculacdo utilizando agulhas

hipodérmicas em seringas de insulina as diferentes concentra¢des do veneno total.

Apbs um intervalo de duas horas, 50% dos animais de cada grupo foram eutanasiados
por deslocamento cervical, em seguida foram retirados fragmentos de pele de
aproximadamente 1,5 cm? da regi&o do dorso com auxilio de punch, para verificar a atividade
hemorragica. Os outros animais do grupo foram mantidos vivos, com &gua e racdo a vontade
por um periodo de 72h, quando foram eutanasiados e sua pele retirada para analise da
atividade de necrose (adaptado®®). Desta forma, sendo os parametros avaliados: presenca de
edema na derme, organizacao dos tecidos conjuntivos frouxo e denso, neoformacéao vascular,
integridade do epitélio e presenca de hemorragia e infiltrado inflamatorio. Para eutanasia os
animais foram previamente anestesiados e procedeu-se o deslocamento cervical. As carcagas

dos animais foram acondicionadas em sacos plasticos especificos para residuo bioldgico e
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congeladas para posterior coleta pela empresa responsavel pelo descarte de material bioldgico

da Universidade Estadual do Ceara.
Analise Macroscopica e Microscopica

O local da aplicacdo do veneno na pele foi fotografadopor uma camera fotografica da
marca Sony, modelo Cyber Shot 16.1 megapixels, para analise macroscopica. Para andlise
histoldgica, os fragmentos da pele foram acondicionados em frascos contendo solucdo de
formol tamponado a 10% por um periodo de 24 horas. Em seguida esses fragmentos foram
lavados em 4agua corrente por uma hora para eliminacdo de residuos de formol.
Posteriormente 0os mesmos foram transferidos para o etanol a 70% permanecendo imerso
nesta substancia por um periodo de 24 horas, sendo iniciado o processo de desidratacdo em
sucessivas diluicdes crescentes de etanol. Posteriormente passaram pelo processo de
diafanizacgdo, parafinizacdo e em seguida foram levados para corte no micr6tomo na espessura
de 3 um Procedeu-se a coloracdo do material por Hematoxilina-Eosina (HE) e, posteriormente
novas laminas receberam a coloracdo Tricomio de Masson para observacgdo da distribuicéo de
fibras colagenas. As laminas foram analisadas em microscopia de luz (MOTIC BA310,
Moticam 2000).

Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo da média, onde n
representa 0s numeros de experimentos. Foi considerada diferenca estatistica significativa os
resultados que apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipotese nula menor que 5% (p <
0,05). Os dados histologicos obtidos foram considerados Néo-Paramétricos e, para tanto, foi
utilizado o Teste de Kruskal-Wallis, para analise de significancia da diferenca entre as

médias.

RESULTADOS

Efeito macroscdpico da exposi¢do ao veneno de P.nattereri

Duas horas ap0s a inoculagédo do veneno, observou-se a formacgéo de uma crosta, bem
como uma hemorragia nos trés grupos inoculados com veneno, sendo mais evidente no grupo
que recebeu via subcutdnea uma concentracdo de 40 pg/mL (Figura 1C). Apds eutanésia, a

hemorragia foi considerada intensa, observando macroscopicamente a superficie interna da
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pele (Figura 1B e Figura 1D). Estes resultados se apresentaram em todos 0S grupos, exceto o

controle (Figura 1A).

Analise histologica da pele corada por HE inoculada com veneno de P. nattereri

O grupo controle mostrou apenas pontos de infiltrado inflamatorio, classificados como
discreto (Figura 2A). As alteracdes histoldgicas se apresentaram em todos 0s grupos, em
ambas as vias de administracdo, de maneira crescente e dose dependente, quando comparada

ao grupo controle.

Presenca de intenso infiltrado inflamatorio de linfocitos e plasmdcitos, no grupo A que
foi eutanasiado com 02 horas. Passou a ser moderada nos animais que foram eutanasiados nas
72 horas apods inoculagdo. No grupo B, as células inflamatorias tiveram uma intensidade
moderada nos animais eutanasiados em 72 horas. Aqueles que foram eutanasiados com
02horas ap0ds inoculacdo apresentaram uma discreta intensidade. O mesmo ocorreu com 0
grupo D, com a presenca de plasmocitos e mastocitos. Desta forma, todos 0s grupos que
receberam concentragdes de venenos apresentaram uma media moderada para infiltrado

inflamatério (Tabela 1).

Hemorragia foi observada macroscopicamente ap6s as 02 primeiras horas de
inoculagéo, sendo confirmada microscopicamente, visto que ela se mostrou intensa em todos
0s grupos, sendo a grupo A de maior intensidade (Figura 2A) préximo a camada muscular.
Nos animais eutanasiados com 72 horas, a atividade hemorragica se manteve presente
microscopicamente, porém sua intensidade passou a ser leve, e, em cada grupo, observou-se
um animal com tal atividade ausente. A média apresentou-se moderada para a hemorragia em

todos os grupos, exceto os controles (Tabela 1).

O halo necrdtico foi de grau leve e em apenas nos animais eutanasiados com 72 horas

do grupo A. Nos demais grupos, esta atividade esteve ausente (Tabela 1).

Presenca de edema em todos os animais do grupo A, variando em todos os graus,
dando uma média intensa. No grupo B, um animal ndo apresentou edema, porém 0s outros se
apresentaram de forma intensa. Assim como tal, o grupo D também apresentou um animal
com auséncia de edema, porém nos demais animais do grupo, a atividade foi moderada
(Tabela 1).
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Observou-se em todos 0s grupos, exceto controle, neovascularizacdo na derme

reticular e vasos congestos préximos a musculatura.

Analise histologica da pele corada por Tricémio de Masson inoculada com

veneno de P. nattereri

A fibrose apresentou-se de forma intensa em todos os animais do grupo A (Figura 4B
e 4D), exceto um animal que apresentou atividade leve. Os animais do grupo B (Figura 4C),
que receberam a concentracdo de 20 pg/mL, apresentaram uma média de fibrose variando de
leve a intensa, ficando uma média moderada. Para o grupo D, um animal ndo apresentou tal
atividade, porém nos demais animais a fibrose foi mais intensa, justificando, assim, uma

média intensa para o grupo (Tabela 1).

FIGURAS

Figura 1 — Aspectos macroscopicos de cortes representativos de tegumento exposto ao veneno
total da P. nattereri no local da inoculacdo A —Grupo controle via SC. B — Hemorragia
macroscopica no grupo B, concentracdo de 20ug/mL, via SC. C-Grupo A, regido do dorso
2hapds inoculacdo de 40ug/mL via SC. D- Grupo D, hemorragia macroscépica onde foi
inoculado via ID, 40pg/mL.
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TABELAS

Tabela 1: Efeitos citotoxicos do veneno de Philodryas nattereri em diferentes concentragdes e
vias de administracdo sobre a pele do dorso de camundongos

Grupos Infiltrado Hemorragia  Necrose Edema  Fibrose
experimentais inflamatdrio

GA- 40 pg/mL SC 2 2 1 2 3
GB- 20 pg/mL SC 2 2 0 3 2
GC- Controle SC 1 0 0 0 0
GD- 40 pg/mL ID 2 2 0 2 3
GE- Controle ID 1 0 0 0 0

0-AUSENTE 1-LEVE OU DISCRETA 2- MODERADA 3- INTENSA

FOTOMICROGRAFIAS
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Figura 2 — Fotomicrografias de cortes histolégicos da regido da pele (derme profunda) do
dorso de camundongos exposta ao veneno total na concentracdo de 40 ug via SC da P.
nattereri (H&E). Em A- Grupo controle, aumento de 100x. B- presenca de hemorragia,
aumento de 400x. C- Formacdo de edema, aumento de 200x. D - Presenca de edema,
descontinuidade de epiderme, acimulo de fibras colagenas, aumento de 100x. (*) Camada
muscular subcutanea ( ‘ ) Hemorragia ( =2 ) edema. Microscépio Trinocular Motic®
BA310 (Motic® 2000 2.0 MP Live Resolution) e software Motic Image Plus 2.0.
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Figura 3 — Fotomicrografias de cortes histolégicos da regido da pele (derme profunda) do
dorso de camundongos exposta ao veneno total na concentracdo de 20 ug via SC da P.
nattereri (H&E). Em A - Grupo controle (100x). B - presenga de hemorragia (200x). C -
Acumulo de fibras colagenas e presenca de edema (200x). D - Formacado de edema, proximo a
musculatura (400x) (*) — Camada muscular subcutanea; ( #) Hemorragia (=—>) edema
( ) acumulo de fibras colagenas. Microscopio Trinocular Motic® BA310
(Motic® 2000 2.0 MP Live Resolution) e software Motic Image Plus 2.0
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Figura 4 — Fotomicrografias de cortes histologicos da regido da pele (derme profunda) do
dorso de camundongos exposta ao veneno total da P. nattereri (Tricomio de Masson). Em A—
Grupo controle (100x). B- Acumulo de fibras colagenas e presenca de edema do grupo A,
(100x). C - grupo B apresentando hemorragia e fibrose (100x). D-Grupo A com edema e
fibrose (400x) (*) — Camada muscular subcuténea; ( ) Hemorragia ( = ) edema
( >) acumulo de fibras colagenas. Microscopio Trinocular Motic® BA310 (Motic®
2000 2.0 MP Live Resolution) e software Motic Image Plus 2.0.

DISCUSSAO

P.nattereri apresenta os dentes inoculadores localizados na regido posterior do
maxilar, dificultando desta forma, a inoculagdo do veneno mais profundamente na vitima'®.
Assim, a importancia de se estudar as altera¢cbes morfoldgicas na pele como o 6rgdo que

sofrerd o maior dano quando um acidente ofidico ocasionado por esta espécie ocorre.



50

A literatura é vasta no que se refere ao veneno de serpentes pertencentes
principalmente as familias Elapidae e Viperidae'?. Porém, os estudos acerca da peconha das
Philodryas, ainda sdo escassos, uma vez que a sua producdo seja em pequena quantidade **.
Além disto, poucos sdo os estudos acercado sistema tegumentar em envenenamentos por

serpentes deste género.

N&o foram encontradas referéncias cientificas a respeito da pele apds inoculagdo desse
veneno em modelo animal. Em estudos realizados sobre a atividade citotoxica da peconha da
Philodryas olfersii, demonstrou-se que induz varias alteragdes morfoldgicas no masculo de

ratos™®.

Sinais e sintomas locais provocados tantos por P. patagoniensis, como pela P. olfersii,
podem ser confundidos com aqueles encontrados em acidentes botrépicos’. Logo,um
conhecimento das caracteristicas do envenenamento em pele por este tipo de serpente é
necessario, para que a vitima receba o soro especifico, evitando assim, os efeitos nocivos

sobre a sua satide no uso de um soro inapropriado®.

Efeito intenso local, incluindo dor, edema, hemorragia e necrose sdo caracteristicas

comuns tanto em serpentes do género Bothrops como Colubridae’.

E sabido que, se a administragio do soro for feita de forma rapida, a neutralizacio dos
efeitos sistémicos é conseguida de forma eficaz'®. Porém, uma neutralizagdo do dano tecidual
local € uma tarefa mais dificil e a falta dela resulta em sequelas permanentes com perda de
tecidos™, quando a administracéo se da de forma menos eficiente. O edema é produzido como
uma consequéncia da lesdo vascular e da descontinuidade endotelial, bem como por liberagdo

de substancias vasoativas, como histamina, prostaglandina, endotelina, oxido nitrico, etc'®**.

Estudos do efeito local de envenenamento com Bothrops demonstraram ser complexo,
apresentando edema e hemorragia em poucos minutos'®, efeitos semelhantes foram
observados no presente trabalho. Macroscopicamente, foi observada a formacdo de uma
crosta, inclusive no grupo controle, pois é uma caracteristica tipica de pele normal, pois até
mesmo uma injecdo com solucdo salina pode provocar alteracdes na pele no local de

aplicacdo.

Na literatura ha relatos de que o veneno de P. patagoniensis demonstrou ser mais ativo

que o da P. olfersii, porém ambos apresentaram respostas hiperalgésicas importantes?.
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A atividade hemorragica dos venenos de colubrideos € atribuida a atuacdo de
metaloproteinases, enzimas preteoliticas com atividade dependente do fon zinco®**. Assim
como nos viperideos, as hemorraginas presentes no veneno podem ter um papel semelhante
com relagdo aos processos digestivos das serpentes e a presenga de atividade hemorragica tem
sido largamente indicada em vérias espécies de colubrideos?.

Estudos relatam que venenos de P. patagoniensis e P. olfersii apesentaram Dose
Minima Hemorragica (DMH) e 26,9ug/rato e 24,1jg/rato, respectivamente, com a acdo mais
rapida nos tempos de 2 e 4 horas®®. Também hé descricdo das alteragdes promovidas pela
acdo toxica do veneno da P. nattereri em musculos de camundongos inoculados com doses de
50pg nos tempos de 2h, 4h, 24h e 48h. Em tal trabalho, observaram-se hemorragias nas duas
primeiras horas. Apds 04 horas de inoculacdo, a hemorragia permaneceu até as 08 horas
seguintes®. Nossos estudos corroboraram com estes resultados anteriores, pois 0s grupos com
concentragfes de 20 pg/mL e 40 pg/mL que foram eutanasiados com duas horas apos a

inoculagdo apresentaram atividade hemorragica moderada.

Depois de inoculado 40 pg/mL do veneno da P. patagoniensis no dorso de
camundongos, observou-se macroscopicamente hemorragia em volta do local da inoculagdo®.
Em nossos resultados também foi observado hemorragia de forma macroscépica em todos 0s

grupos experimentais que receberam a peconha.

Para a atividade necrosante, a Dose Minima Necrosante DMN foi igual a 180 pg/rato
em determinado estudo com P. patagoniensis'®>. H4 na literatura outro relato de lesdo
necrética com veneno de P. patagoniensis e P. olfersii nas doses de 50, 60, 70, 80 e 90 ug®.
Neste presente estudo, as concentracdes utilizadas foram de 20 e 40 pug/mL e, apenas no de

maior dose apresentou necrose de intensidade leve (TABELA 1).

Relatos acerca do efeito de venenos em peles, envolvendo outras espécies de
serpentes, também sdo descritos, visto a importancia da reacdo da peconha no tegumento. Um
estudo acerca do efeito necrético de venenos em pele observou-se que a crotoxina, uma toxina
presente no veneo crotalico, em concentracdes de 40 pg/mL, induziu a formacdo de extensas
areas de necrose na camada muscular subcutanea. Bem como tal, nossos estudos, apresentou
atividade necrética em um grupo, também localizada nas regiGes mais profundas da derme,
caracterizando, assim uma acao de dermonecrose. Tal acdo também foi observada em analises
histopatoldgicas em cdes envenenados por Crotalus®. Entretanto, no nosso estudo, néo foi

possivel observar macroscopicamente, diferentemente de estudos anteriores.
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Na literatura é descrito a evolucdo de edema em pata de ratos inoculados com veneno
de P. nattereri, onde sua acdo se deu de forma rapida, sendo bem pronunciado, atingindo seu
efeito maximo nas duas primeiras horas apds inoculacdo nas concentracBes de 03 e 10
ng/mL?. A sua regressdo foi de forma gradativa até as 24 horas seguintes®’. Este estudo
confirma 0s nossos resultados, no que se refere a uma atividade edematogenica nas duas
primeiras horas. Porém, diverge no que diz respeito as horas seguintes, uma vez que o edema
foi observado em nossos resultados até 72 horas apo6s inoculacdo. Isto pode estar ligado a
quantidade inoculada, uma vez que nossas concentracdes foram de 2 até 4 vezes maior (20 e
40 pg/mL).

Estudos preliminares demonstraram que a atividade edematogenica causada pelo
veneno de Philodryas patagoniensis foi de 0,26 mg (Dose Minima de Edema- DME)*2, sendo
muito superior aquela causada pelo veneno de espécies de Bothrops da Argentina, tais
como:B. jararaca, B. jararacussu, B. neuwiedii e B. alternatu, que apresentam valores de
DME de 0,85; 1,5; 2,05 e 4,00 mg, respectivamente®.

O processo inflamatério com infiltrado de células como plasmdcitos e mastécitos
descrito neste trabalho corrobora com estudos anteriores, que descreveram um processo
inflamatorio moderado, composto por leucécitos polimorfonucleares em pele de ratos
inoculados com veneno de P. patagoniensis'. Tal inflamacao é sugestivo de ser uma agressdo
tecidual provocada pelo veneno da P. nattereri. Isso se deve pela perda da estrutura endotelial
e por liberagdo de substancias vasoativas'®'®. Em estudos utilizando o mesmo veneno®,
porém em concentragdes menores, confirmaram-se os achados no nosso trabalho, pois
apresentaram moderado exsudato inflamatorio persistindo até oito horas apds inoculacdo, que
passou a ser discreta nas 24 e 48 horas seguintes®*. No grupo controle do presente estudo, foi
observada presenca de células inflamatorias caracteristica de pele normal que recebeu alguma
injuria.

Estudos com venenos de serpentes vém ganhando importancia na area farmocologica,
uma vez que sao substancias ricas em proteinas e toxinas. Desta forma, elucidar o mecanismo
de acdo de uma peconha em oOrgdos e seus efeitos, € o passo inicial para um maior
entendimento da composi¢cdo do mesmo. Os acidentes ofidicos ocorrem com a inoculagdo do
veneno na vitima através da pele, sendo ela, portanto, primeiro contato do veneno com o

organismo vitimado.
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CONCLUSAO

O veneno de Philodryas nattereri provocou alterac@es histopatoldgicas significativas

nos tecidos da pele, porém este estudo ndo permitiu esclarecer seu mecanismo exato de agéo.

Estudos mais especificos sobre veneno de Philodryas nattereri se fazem necessarios, a
fim de se estabelecer quais os componentes do veneno povocam os efeitos locais, bem como
quais fatores desencadeantes causadores de uma inflamacdo, ou se h4 uma agdo direta dos

fatores toxicos do veneno sobre o tegumento.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados no presente trabalho responderam a hip6tese levantada,
uma vez que foi pressuposto que veneno de Philodryas nattereri provocaria modificacdes na
estrutura histologica do tegumento. As alteracbes histopatoldgicas observadas, tais como
hemorragia, necrose e edema, foram significativas.

Porem, ndo foi possivel esclarecer o mecanismo exato de acdo do mesmo. Logo,
uma investigacdo mais especifica se faz necessaria, afim de se conhecer quais 0s constituintes
da peconha e quais os fatores que levam a uma inflamacdo ou mesmo se ha uma acéao direta

dos fatores toxicos do veneno sobre a pele.
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8 PERSPECTIVAS

Utilizar os conhecimentos acerca das alteracGes histopatologias de pele de
camundongos, promovidas pela acdo téxica do veneno total da serpente Philodryas
nattereri,como ponto de partida para posteriores estudos com a utilizacdo do mesmo. Os
primeiros passos foram dados para um entendimento das substancias isoladas contidas nele
com a finalidade de investigar acerca de seus mecanismos fisiofarmacologicos.

Logo, se fazem necessarios estudos posteriores para se determinar os fatores
desencadeadores de processo inflamatério sobre o tecido tegumentar levando a alteracGes
morfoestruturais. Uma vez determinado seus efeitos, as medidas tomadas diante de um

acidente ofidico podem ser mais precisas.
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