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“Nao tomes o veneno so porque sabes qual o antidoto.”

(Andnimo)



RESUMO

O envenenamento humano pela serpente Crotalus durissus terrificus
(C.d.t)) é caracterizado por disturbios hemostaticos, renais, cardiovasculares e
disfuncdo hepatica. Neste estudo, examinamos o dano hepatico causado pelo
veneno de C.d.t. em ratos, e sua prevencdo pelo soro anticrotdlico. Ratos
Wistar macho (200+20g) foram divididos em 13 grupos (7 ratos/grupo) grupo
nao tratado (C, controle); veneno + soro (V + S, 200ug/Kg de veneno foram
inoculados via i.m. e 3, 6, 9, 12 horas ap@s, foram tratados com 13ngy/Kg de
soro anticrotalico via intraperitoneal (i.p.), veneno (V, 200ug/Kg Kg de veneno
foram inoculados via i.m. e 3, 6, 9, 12 horas apés, receberam solucao w/v de
salina 0,9% via i.p.), soro (S, os animais receberam solucéo w/v de salina 0,9%
via i.p e 3, 6, 9, 12 horas apés, foram tratados via i.p. com 13ng/Kg de soro
anticrotalico). Os animais foram sacrificados 48 horas apés a administracdo do
soro anticrotalico para determinar a atividade enzimatica de aspartato
aminotransferase  (AST), alanina  aminotransferase  (ALT), gama
glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA). Fragmentos do tecido
hepatico foram processados para analise histologica. Alteracdes histologicas
do tecido hepatico como necrose, congestdo dos sinusoides e presenca de
células inflamatérias foram acompanhadas de um aumento persistente da
atividade sérica das enzimas ALT, AST GGT e FA em todos os tempos dos
grupos veneno, soro e veneno + soro. Estes resultados indicam que houve
uma significativa alteracdo bioquimica e histolégica nos figados dos ratos,
induzidas pelo veneno da C.d.t. e que esta alteracdo n&do pode ser prevenida

por soroterapia anticrotalica.

Palavras-chave: veneno / soro anticrotalico / hepatotoxicidade / Crotalus

durissus terrificus



ABSTRACT

Envenoming by the South American rattlesnake Crotalus durissus
terrificus (C.d.t.) is characterized by haemostatic disturbances, renal,
cardiovascular and hepatical disjunction. In this study, we examined the hepatic
damage caused by C.d.t. venom in rats and was assessed its prevention by
antivenom. Male Wistar rats (200+20g) were divided into 13 groups (7
rats/group) that received no treatment (C, control), venom + antivenom (V + A,
200pg/Kg of venom inoculated via i.m. and 3, 6, 9, 12 hours after they were
treated via intraperitoneal (i.p.) with 13ng/Kg of anticrotalic serumtherapy),
venom (V, 200pg/Kg of venom injected via i.m. and 3, 6, 9, 12 hours after they
received via i.p. saline 0.9% w/v solution), antivenom (A, the animals received
via i.m. saline 0.9% w/v solution and 3, 6, 9, 12 hours after they were treated via
i.p. with 13ng/Kg of anticrotalic serumtherapy). The animals were killed 48
hours after administration of antivenom to determine the enzymatic activities of
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), gamma
glutamyl transferase (GGT) and alkaline phosphate (AP). Samples of hepatic
tissue were also processed for histological analysis. Histological abnormalities
of the liver tissue like cell necrosis, sinusoidal congestion and presence of
inflammatory cells were accompanied by a persistent increase of serum
activities of AST, ALT, GGT and AP in groups V, A and V + A in all the periods.
Those results indicate that the significant biochemical and histological
disturbances induced by C.d.t. venom in liver rats could not be prevented by

anticrotalic serumtherapy.

Key words: venom / antivenom / hepatotoxity / Crotalus durissus terrificus
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1. INTRODUCAO

Tradicionalmente o acidente ofidico é tema de estudo pela sua
importancia médica em virtude da gravidade dos casos e da frequéncia que
ocorrem. No Brasil, a incidéncia deste tipo de acidente esta relacionada a
fatores climéticos e a atividade humana em areas rurais, onde existe maior
concentracdo  destes  animais. (AMORIN, BOHN, BONTA,1951;
BARRAVIEIRA,1990; 1993; MINISTERIO DA SAUDE,2001)

A maioria dos acidentes ocorre entre os meses de Novembro a Abril,
época de maior atividade das serpentes; coincidindo com o aumento das
atividades de trabalhadores em é&reas rurais na estagdo chuvosa e quente.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001; PEREIRA, ARAKAKI, 1988; RIBEIRO,
JORGE, IVERSSON, 1995; CAIFFA, 1997, BUCARETCHI et al., 2002,
BARRAVIEIRA, 1990)

O grupo mais acometido € representado por homens trabalhadores
rurais. Os membros inferiores e superiores sdo as regides anatdmicas mais
atingidas. Em um estudo de caso com 322 pacientes que sofreram acidente
ofidico, 69,4% destes estavam descalcos ou apenas de sandalia.
(BARRAVIEIRA, 1992; 1993; FEITOSA et al., 1997)

Apesar das serpentes ndo terem por habito atacar, é alto o indice de
acidentes ofidicos no pais. De janeiro de 1990 a dezembro de 1993, foram
registrados pela Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) uma média de
20.000 casos por ano, sendo sua grande maioria procedentes das regides Sul
e Sudeste do pais. Os acidentes envolvendo as serpentes do género Crotalus
corresponderam a 7,7% dos casos, mostrando-se inferior ao indice de
notificacbes se comparado aos causados pelas serpentes do género Bothrops
que foram de 90,5%. Todavia, 0os acidente envolvendo as serpentes do género

Crotalus, dentre todas as espécies de cobras venenosas do Brasil, o acidente
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crotélico tem a pior evolucdo, apresentando o maior indice de letalidade, onde
nos 5.072 casos registrados, 95 evoluiram ao obito. (BARRAVIERA,1990;
1991; MINISTERIO DA SAUDE, 2001, CARVALHO, NOGUEIRA, 1998)

1.1 Crotalus durissus terrificus

As serpentes compreendem cerca de 2.412 espécies, das quais
aproximadamente 300 sdo venenosas. No Brasil, as serpentes podem ser
encontradas em campos abertos, areas secas, arenosas e pedregosas e estao
distribuidas em quase todas as regibes do pais, exceto em florestas, no
Pantanal e raramente nas faixas litoraneas. (BARRAVIEIRA,1994; 1999;
CAMPBELL, LAMAR, 1986; FEITOSA et al., 1997)

Das 69 espécies venenosas atualmente identificadas, 27 pertencem ao
género Crotalus, sendo cinco sub-espécies encontradas no pais. Dentre elas, a
cobra cascavel ou boiquira; nomes populares dados a Crotalus durissus
terrificus (C.d.t.), comumente encontrada no sul meridional do pais, no estado
de Sao Paulo, na regido do Vale do Paraiba, e sul do estado de Minas Gerais.
Taxonomicamente estas serpentes pertencem a classe Reptiale, subclasse
Lepdosauria, ordem Squamata, subordem Serpentes grupo Vertebrata e familia
Crotalidae. (BARRAVIEIRA, 1994; 1999; FRANCO et al., 2001; MAGRO et al.,
2001)

A Crotalus durissus terrificus € uma serpente de habitos terrestres, com
um comprimento que varia de 30 a 160 centimetros, de coloracdo variavel do
verde oliva ao marrom, com cabeca triangular, um par de fossetas loreais,
olhos pequenos com pupilas em fenda, escamas ha cabeca e guizo na ponta
da cauda, caracteristico do género pelo ruido de alerta produzido. Alimenta-se
quase exclusivamente de mamiferos, especialmente roedores. Inocula nas

vitimas, através de suas presas, secre¢cdo com atividade téxica. (CAMPBELL,
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LAMAR, 1986; MINISTERIO DA SAUDE, 2001, MAGRO et al., 2001;
CARVALHO, NOGUEIRA, 1998, BARRAVIEIRA, 1994)

1.1.1 Veneno Crotélico

A toxicidade do veneno crotalico é representada por uma mistura de
componentes biologicamente ativos. Apresenta uma variagdo farmacoldgica,
antigénica e bioquimicamente intraespecifica, estando muito relacionada com a
idade da serpente, sua origem geografica e sexo do animal. (FRANCISCHETTI
et al.,, 2000; TROIANO et al., 2001;.BOGARIN et al., 2000; SANTORO et al.,
1999; MAGRO et al., 2001)

Os venenos ofidicos sdo compostos de substancias complexas que
servem para imobilizar a presa e facilitar sua digestdo, ja que a serpente
venenosa utiliza sua peconha tanto para o atague como para defesa. A partir
da pesquisa destes compostos e suas respectivas atividades farmacologicas e
biolégicas, grandes avancos foram impulsionados na area médica. Dentre eles,
a elucidacdo da cascata de coagulacdo sanguinea, a descoberta da inibicdo da
enzima conversora de angiotensina, a descoberta da bradicinina e de estudos
mais recentes. Em relacdo as propriedades analgésicas e anti-tumorais do
veneno da cascavel. (FRANISCHETTI et al., 2000; TROIANO et al., 2001,
BRIGATTE et al.,, 2001; LIPPS, 1999; MADY, 2002; MANCIN et al., 1998,
SILVA, FECCHIO, BARRAVIEIRA, 1997)

O veneno da cascavel varia do incolor ou leitoso, e a cada extracdo
produz em média, 30 mg a 60 mg de veneno seco bruto. E composta por agua,
carboidratos, amina biogénica, lipideos e fundamentalmente constituido por
fracbes de baixo peso molecular e proteinas polipeptidicas, que compdem
cerca de 90% do seu peso seco. (SANTORO et al., 1999; THOMAZINI-
SANTOS et al., 1998; KLAASSEN, WATKINS III, 1999)

Dentre os diferentes componentes aproximadamente identificados no

veneno, a crotapotina, fosfolipase A,, enzima tipo-trombina, convulxina,
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giroxina e crotamina sdo considerados 0s responsaveis pela acdo toxica,
estando relacionados com as alteracbes hematoldgicas, renais, no sistema
nervoso e outros 6rgdos tais como figado, além de induzirem uma complexa
série de eventos inflamatérios. (SANTORO et al., 1999; THOMAZINFSANTOS
et al., 1998; MATSUI, FUJIMURA, TITANI, 2000; THOMAZINFSANTOS, 1998;
FRANCISCHETTI et al., 2000)

A maior, e principal neurotoxina isolada do veneno da C.d.t. é a
crotoxina, um complexo de duas subunidades; uma proteina basica com
atividade fosfolipasica (fosfolipase A;) e outra fracdo enzimatica ndo-toxica
denominada crotapotina, que agindo por sinergismo, potencializando sua acao
toxica. (VALENTE et al., 1998; AGUIAR et al., 1997; FAURE, 2000; MOREIRA
etal., 1997; TROYANO et al., 2001)

A fosfolipase A, atua nas terminagdes nervosas inibindo a liberacdo de
acetilcolina, principal fator responsavel pelo bloqueio neuromuscular
desenvolvido apos o acidente ofidico. Ela é responsavel por algumas das
reacdes caracteristicas de um acidente crotalico, como as a¢des neurotoxicas,
e miotoxica. (VALENTE et al., 1998; FAURE, 2000; SOARES et al., 2001;
SILVA, 1994; BARRAVIERA, 1993; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

A enzima com atividade tipo-trombina é outra toxina encontrada no
veneno da Crotalus durissus terrificus. Trata-se de uma protease sérica que
acreditam ser responsavel pela transformacdo da molécula de fibrinogénio
diretamente em fibrina, produzindo afibrinogenemia, e aumento no tempo de
coagulacao das vitimas. (THOMAZINI-SANTOS et al., 1998)

Outra fragdo do veneno, a convulxina, é uma lectina do tipo C-type de
alto peso molecular, e liga-se fortemente aos receptores de glicoproteina tipo
VI (GPVI), provocando alteracdes da hemostasia na vitima através da indugéo
de agregacao plaquetaria. Quando administrada em camundongos por via

intravenosa, a convulxina é capaz de provocar apnéia, perda de equilibrio e
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convulsées em menos de 30 minutos. (BARRAVIEIRA, 1994; POLGAR et al.,
1997; KANAJI et al., 2003, ZHENG et al., 2001; JANDROT-PERRUS et
al.,1997)

A giroxina € uma fracdo encontrada no veneno da C.d.t. que também
contribui para as alteracdes hematoldgicas e cardiovasculares, sendo uma das
responsaveis pela caracteristica de incoagulabilidade provocada pela Crotalus
durissus terrificus na vitima. (MAGRO et al., 2001; SANTORO et al., 1999)

A crotamina € o polipeptideo do veneno da C.d.t. que esté relacionada
com 0s espasmos na musculatura esquelética em animais vitimas de acidente
crotalico. O mecanismo de acdo pelo qual a toxina age, esta vinculado as
atividades dos canais de sddio voltagem-dependente do musculo esquelético,
induzindo a despolarizacdo do potencial de membrana das células musculares
e provocando, pelo influxo de sodio nas células musculares, o espasmo.
(BONI-MITAKE et al., 2001; CHANG, TSENG, 1978; MANCIN et al., 1998)

1.1.2. Patogenia do Acidente Crotalico

As manifestacBes clinicas gerais nas vitimas de um acidente crotéalico
sdo mal-estar, prostracdo, sudorese, nausea, emese, salivacao intensa, facies
miasténica com ptose palpebral bilateral, diplopia. O veneno também apresenta
efeitos importantes sobre os musculos esqueléticos, sistema nervoso, rins,
sangue e figado. Em geral, ndo ha relacdo entre os sintomas locais e a
gravidade do envenenamento sistémico. (FAURE, 2000; MINISTERIO DA
SAUDE, 2001; RIBEIRO, JORGE, IVERSSON, 1995; FONSECA et al., 2002,
AMORIM, BOHM, BONTA, 1951; BARRAVIEIRA, 1993; EICHBAUM, 1974)

As alteragcbes hematoldgicas verificadas no acidente crotalico estdo
relacionadas principalmente aos eritrécitos, leucocitos, plaquetas e ao fator de
coagulacdo. O numero de leucécitos em pacientes apds o acidente crotalico

esta normalmente elevado acima de 15.000/mm?®, e as plaquetas apresentam
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alteracdo de agregacao. Alteracdes como leucopenia e leucocitose foram
observados 30 minutos apos a inoculacdo do veneno em ratos Wistar por
Costa et al. (1989). Estas alteracdes podem ser provocadas pela atividade das
fracOes tipo-trombina e giroxina, que promovem uma afibrinogenemia,
culminando com o aumento do tempo de coagulacdo. (JORGE, RIBEIRO,
1988; BARRAVIEIRA, 1993; GREGORY et a, 2000; MATSUI, FUGIMURA,
TITANI, 2000; SANO-MARTINS et al., 2001)

A incoagulabilidade sanguinea € outra consequéncia desta alteracdo
hematoldgica, e se manifesta em aproximadamente 40% dos pacientes
atendidos em ambulatérios médicos apds 8 horas do acidente. Neste sentido,
Barravieira (1993) observou alteracbes hematoldgicas proporcional ao tempo
do inicio do tratamento anticrotalico, relatando que, quanto maior o intervalo
entre o acidente crotalico e o atendimento médico, pior o progndéstico da vitima.
(JORGE, RIBEIRO, 1988; BARRAVIEIRA, 1993; MINISTERIO DA SAUDE,
2001; GREGORY et a, 2000)

Outro distarbio sistémico relacionado ao veneno é a atividade miotoxica,
que se caracteriza pela liberacdo de mioglobina na corrente sangiiinea e lesédo
na musculatura estriada. A mudanca da cor da urina dos pacientes,
manifestacdo clinica mais evidente de rabdomiolise, é decorrente da
mioglobindria, podendo ser acompanhada de mialgia intensa e generalizada,
edema muscular discreto até a necrose da musculatura estriada.
(BARRAVIEIRA, 1993; 1994; SOARES et al.,, 2001; AZEVEDO-MARQUES,
HERING, CUPO, 1987; CUPO, AZEVEDO-MARQUES, HERING,1988;
MINISTERIO DA SAUDE, 2001; VALENTE et al., 1998 ; SOARES et al., 2001)

Da mesma forma, alteragBes histolégicas no musculo esquelético de
animais sao observadas 24 a 48 horas ap6s administracéo de veneno crotalico,
destacando-se pelo edema mitocondrial, com elevada concentracdo de calcio e
grande alteracdo na membrana plasmatica. O pico da atividade miotoxica

ocorre 3 horas ap0os a administracdo do veneno. Aumento dos niveis séricos de
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creatino quinase, parametro de analise de rabdomidlise, é relatado entre 3 e 9
horas apds a administracdo de veneno crotalico. (SANTORO et al., 1999;
BARRAVIEIRA, 1994; SOARES et al.., 2001; AZEVEDO-MARQUES, HERING,
CUPO, 1987; VALENTE et al., 1998 ; SOARES et al., 2001)

A atividade neurotoxicas do veneno da C.d.t. produz efeitos tanto no
sistema nervoso central quanto periférico e ocorrem poucas horas apos o
acidente. Féacies neurotoxicas de Rosenfeld ou facies miasténica. Estas
caracteristicas nas vitimas de acidente crotalico decorrem principalmente das
alteragbes provocadas pela fragdo crotoxina do veneno, ocasionando ptose
palpebral bilateral, diplopia, plegia de muasculos da palpebra e midriase
bilateral. (JORGE, RIBEIRO, 1992; BARRAVIEIRA, 1993; 1994; VALENTE et
al., 1998; FRANCO et al., 2001; SAMPAIO, 2003)

Outro achado clinico nas vitimas, refere-se a inibicdo de
neurotransmissores pela fosfolipase A, presente no veneno, que interagem
com os receptores especificos do nervo terminal da vitima, provocando este
tipo de bloqueio neuromuscular e consequentemente, paralisias motoras e até
mesmo respiratorias. As fragdes convulxina e giroxina também contribuem para
produzir convulsdes em experimentacdo animal, todavia, 0 mesmo nao foi
descrito para humanos. (JORGE, RIBEIRO, 1992; BARRAVIEIRA, 1993; 1994;
VALENTE et al., 1998; FRANCO et al., 2001; SAMPAIO, 2003)

Dentre as alteracBes clinicas no acidente crotalico, a patogenia da
faléncia renal aguda é considerada, atualmente, a que apresenta um mau
prognostico, sendo responsavel pela maioria dos ébitos que acomete as
vitimas. As alteracdes renais iniciam nas primeiras 48 horas nos pacientes que
ndo recebem terapia antiofidica, podendo evoluir a insuficiéncia renal aguda
(IRA) e morte. (MONTEIRO et al., 2001; AZEVEDO-MARQUES, HERING,
CUPOQ, 1987; REZENDE et al., 1989; AMORIN, MELLO, 1952, 1954)

A faléncia renal provocada pelo veneno da C.d.t. provavelmente é

desencadeada pela acdo direta das toxinas ou pelos danos sistémicos
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associados. A acgédo direta do veneno nas células tubulares e glomerulares, a
reducdo da permeabilidade vascular e a rabdomiolise estdo associadas as
alteracdes morfolégicas diretas neste tipo de acidente, ou indiretamente pela
liberacdo dos mediadores do endotélio, que desencadeiam as alteracdes
renais. (MONTEIRO et al.,, 2001; AZEVEDO-MARQUES, HERING, CUPO,
1987; REZENDE et al., 1989; AMORIN, MELLO, 1952, 1954)

Enquanto a causa mais comum de morte no acidente crotalico continua
sendo a IRA, os pacientes que sobrevivem ao trauma inicial podem evoluir com
outras complica¢cBes inerentes as alteragBes induzidas pelo veneno crotalico
em diversos oOrgdos. Este quadro de alteragcbes renais, hepaticas e
circulatérias, que com freqliéncia esta presente no acidente crotalico,
correlaciona clinicamente com os achados histoldgicos e bioquimicos de alguns
estudos de acidentes ofidicos. (BARRAVIEIRA, 1993; 1994; AMORIN, MELLO,
SALIBA, 1969; PEREIRA, ARAKAKI, 1988, TEIXEIRA, 2003)

Dentre as manifestac6es hepéticas, destacam-se as aminotransferases
com valores muitos elevado 24 a 48 horas apos o acidente. (BARRAVIEIRA,
1994; JORGE, RIBEIRO, 1988, AMORIM, 1954) Barravieira (1995) em estudo
clinico com 15 pacientes hospitalizados apos acidente com C.d.t., também
verificou aumento da AST em 86% e da ALT em 66% destes pacientes,
admitindo decisivamente, implicacdes hepaticas agudas no acidente crotalico.
(JORGE, RIBEIRO, 1988)

1.4 Figado

O figado tem um papel central no metabolismo, tanto pelas conexdes
anatdbmicas com 6érgaos vizinhos, quanto por suas inumeras funcdes de
metabolizacdo enddcrina e exdcrina. O figado, € um dos 6rgdos com maior
vascularizacdo do corpo e sua irrigacdo sanguinea deriva de duas grandes

ramificacoes arterial e venosa. A veia porta é responsavel pela drenagem dos
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nutrientes provenientes do intestino e a ramificacdo arterial provém da artéria
hepatica. (MATTOS, DANTAS, 2001; KALIL, COELHO, STRAUSS, 2001;
ROSS, REITH, ROMRELL, 1993)

As funcdes metabdlicas hepaticas incluem a regulacdo do metabolismo
lipidico, sintese e degradacédo de carboidratos e proteinas. Da mesma forma, a
manutencao dos niveis sanguineos de aminoacidos e glicose esta diretamente
relacionada com a normalidade funcional do figado, assim como a manutencao
dos niveis de outros metabdlitos, incluindo albumina, colesterol, proteinas da
coagulacdo e enzimas séricas. No figado, também ocorrem importantes
fenbmenos relacionados a defesa do organismo, através da atividade das
células de Kupffer, que sdo os macréfagos residentes do 6rgao, e constituem
aproximadamente 80% dos macréfagos do corpo. (KLAASSEN, WATKINS 111,
1999; COELHO, 1990; BAYNES, DOMINICZAK, 2000)

1.4.1 Avaliacédo do dano hepético

As alteragcbes exercidas pelo veneno da C.d.t. atingem
farmacologicamente varias propriedades bioldgicas essenciais a homeostasia e
possivelmente sdo provocadas por varios agentes simultaneamente. De uma
maneira geral € dificil identificar o alvo primario da lesédo provocada por
xenobibticos nas células hepéaticas devido a interdependéncia dos hepatdcitos.
A injuria hepéatica, desta maneira, pode ter caracteristicas muito distintas, com
diferentes mecanismos bioquimico e histol6gico definidos. (MONTEIRO et al.,
2001; KLAASSEN, WATKINS Iil, 1999; KUMAR, COTRAN, ROBBINS, 1994)
KEDDERIS, 1996.

1.4.1.1. Avaliacéo bioquimica do figado

Diversas enzimas sintetizadas e armazenadas nos hepatocitos séo

liberadas para a circulagdo em condigBes patoldgicas. Os resultados das
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analises bioquimicas destas enzimas sao indiscutivelmente utilizados nos dias
atuais para avaliar a condicdo do figado, refletindo, naquele determinado
momento, a integridade deste 6rgdo. (MATTOS, DANTAS, 2001; MOTTA,
2003, COELHO, 1990; BAYNES, DOMINICZAK, 2000)

A avaliacdo e quantificacdes das enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) tém demonstrado ser as melhores e
mais amplamente provas bioquimicas usadas na deteccdo do dano hepatico.
(SCHAFFNER, 1969). As desordens hepatocelulares agudas apresentam um
aumento significativo na atividade destas enzimas, principalmente naqueles
causados por drogas ou na hepatite toxica aguda. (MATTOS, DANTAS, 2001;
MOTTA, 2003, COELHO, 1990, GAYOTTO, ALVES, 2001)

A maior concentracdo de aspartato aminotransferase encontra-se no
figado, estando também presente, porém em menor quantidade, no musculo
cardiaco e rim. A AST esta localizada em sua grande maioria has mitocondrias,
todavia, as enzimas circulantes no soro provém do citosol dos hepatdcitos, e
somente quando ha necrose celular macica, ha liberagdo para o soro da AST
mitocondrial. (MATTOS, DANTAS, 2001; MOTTA, 2003; KEW, 2000)

A fosfatase alcalina esta amplamente distribuida nos tecidos humanos,
principalmente no figado, na mucosa intestinal e ossos. No figado, esta enzima
é sintetizada nos hepatdcitos adjacentes aos canaliculos biliares. A desordem
hepatocelular, bem como a colestase induzida por xenobidticos, provocam
aumento dos valores enzimaticos de fosfatase alcalina, e tem grande
significado diagndstico quando comparados a outros testes de avaliacdo de
lesdo hepética. Na obstrucédo do trato biliar, a atividade da fosfatase alcalina
também eleva seus valores entre 3 a 10 vezes 0s niveis em relacdo aos
valores de referéncia. Como seu aumento no soro, depende de que nova
enzima seja sintetizada, € comum que este aumento ocorra somente 24 a 48
horas apoOs a instalacdo de um quadro de lesdo hepatica aguda (MATTOS,
DANTAS, 2001; GAYOTTO, ALVES, 2001; MOTTA, 2003)
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A enzima gama glutamiltransferase € outra enzima utilizada em
avaliagdo do dano hepatico. E encontrada nos rins, pancreas e
predominantemente no figado e esta localizada na membrana dos hepatdcitos
e no reticulo endoplasmatico liso. E também suscetivel ao aumento da sua
atividade por compostos téxicos, estando sua elevacdo relacionada a
alteracbes hepatobiliares e nas colestases intra e extra-hepaticas. (MOTTA,
2003.)

1.4.1.2. Avaliacéo histologica do figado

Os principais componentes celulares do parénquima hepatico sédo os
hepatdcitos; células que se dispéem organizadas em laminas separadas por
sinusdides, em forma de corddes celulares. (MATTOS, DANTAS, 2001; KALIL,
COELHO, STRAUSS, 2001; ROSS, REITH, ROWRELL, 1993)

O figado é formado além dos hepatdcitos, por células néao
parenquematosas, diferenciadas em células de Kupffer, células de Ito, lipocitos,
miofibroblastos e células endoteliais. (MATTOS, DANTAS, 2001; KALIL,
COELHO, STRAUSS, 2001). Todas elas sao capazes de sintetizar
eicosanoides, embora as células de Kupffer sejam quantitativamente as mais
significativas, principalmente em relagédo a ativacéo tanto de fagocitos como de
resposta inflamatéria. As toxinas, os lipopolissacarideos e as imunoglobulinas
podem, desta forma, estimular as células hepaticas a sintetizarem
prostaglandinas e leucotrienos como forma de proteger o organismo contra
antigenos, iniciando uma resposta inflamatéria aguda e danosa ao figado.
(TOLMAN, 2000; MANTOVANI et al., 2002; ROSS, REITH, ROWRELL, 1993;
HAM, 1977)

As células do endotélio vascular representam outro importante
componente responsavel pela resposta inflamatoria, e sédo coordenadas por um

sistema de citocinas, ainda pouco conhecido, gerador de varios radicais livres e
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mediadores celulares como o fator de necrose tumoral, interferon e
interleucinas, que atuam nos hepatdcitos iniciando o dano hepatico pela
coagulacéo intracelular e de sinuséides. (TOLMAN, 2000; MANTOVANI et al.,
2002)

As membranas dos hepatocitos sdo formadas basicamente por
bicamadas fosfolipidicas, cuja integridade e funcdo podem ser modificadas pela
acdo de fosfolipases, que normalmente atuam na remocéao de fosfolipidios da
membrana de células lesadas. Desta forma, quando a fosfolipase residente,
tem sua concentracdo elevada por mudancas ndo fisiolégicas, provoca a
alteracdo da sua permeabilidade para ions e agua, contribuindo para a perda
da homeostase celular, além de afetar varias organelas, como mitocéndrias,

lisossomos e reticulo endoplasmatico, ou mesmo provocando a morte celular.
(OGA, 1996; GAYOTTO, ALVES, 2001, HAM, 1977)

1.5. Soroterapia Heterdloga

A producdo de soro antiofidico e os estudos epidemiolégicos dos
acidentes com répteis peconhentos no Brasil tiveram inicio em S&o Paulo com
o médico Vital Brazil. Desde entéo, varias técnicas de diagnostico e tratamento
das lesdes provocadas pelo veneno destes animais estdo sendo pesquisadas.
A terapia sérica com anti-soro continua sendo o tratamento de escolha para
envenenamento sistémico por serpentes da familia Crotalidae. (CLISSA,
NASCIMENTO, ROGERO, 1999; RANGEL-SANTOS, MOTA, 2000;
MINISTERIO DA SAUDE, 2001; BATINA, GICGLIO, SAMPAIO, 997)

O soro utilizado na soroterapia anticrotalica contém imunoglobulinas
especificas purificadas, obtidas a partir de plasma de animais hiperimunizados,
geralmente equideos, com veneno de Crotalus durissus . Este plasma, ao ser

retirado do animal imunizado contém anticorpos especificos contra o antigeno
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imunizante do veneno crotalico, bem como outras proteinas séricas.
(CHIPPAUX, GOYFFON, 1998; BOGARIN et al., 2000)

A reatividade deste soro anticrotalico € bem conhecida, podendo ocorrer
imediatamente ap6s a administracdo intravenosa, ou desenvolver reacdes
muitos dias apds o término da terapia. As reacdes adversas relacionadas a
administracdo dos soros, geralmente apresentam carater agudo, instalando-se
nas primeiras 24 horas ap6s sua administragdo. (BARRAVIEIRA, 1992; 1994;
1999) Nas reacdes tardias, que ocorre de 5 a 24 dias ap0s o contato da vitima
com a solucao antiofidica, podem ocorrer rea¢cdes como exantema pruriginoso,
angioedema, inflamacdo no local da administracdo, cefaléia, emese,
linfadenopatia, artralgia e mialgia. Todavia, os acometimentos cardiacos e
renais, ndo sao freqlentes e as alteracdes hepaticas sdo na maioria das vezes
transitérias, com elevacao principalmente das transaminases. (BARRAVIEIRA,
1994, BARRAVIEIRA et al., 1995)

O diagnostico do acidente ofidico depende, na maioria dos hospitais
brasileiros, do reconhecimento do animal causador do acidente e as
sintomatologias apresentadas pelos pacientes sao os indicadores da conduta
no tratamento hospitalar. Por outro lado, existem atualmente outros tipos de
diagnosticos, realizados através da detec¢cdo do veneno circulante em
amostras de soro ou do exsudado local, utilizando o método imuno-enzimatico
ELISA. Este método permite identificar, com maior precisdo, o género da
serpente, a concentracao circulante de veneno e a quantidade de antiveneno a
ser administrado, permitindo, desta forma, que a terapia de neutralizacdo seja
menos agressiva no que diz respeito ao volume de anti-soro administrado para
neutralizar o veneno. Todavia, a técnica ainda estad sendo avaliada, e apenas
alguns hospitais de referéncia no pais a estdo utilizando. (BARRAVIEIRA,
1992; MINISTERIO DA SAUDE, 2001; CHIPPAUX, GOYFFON, 1998)

Um dos desafios encontrados pelos clinicos na administracdo da

soroterapia é determinar a quantidade exata de antiveneno requerido para



neutralizar os efeitos téxicos do veneno, o0 que ocasionalmente leva a
administracdo na vitima, de um volume de soro antiofidico muito superior ao
volume necessario. Atualmente, recomenda-se que a quantidade de
antiveneno a ser administrado na vitima de acidente crotalico, dependa da
analise de fatores como gravidade, progressdo dos sintomas e sinais de
toxicidade, entretanto, a grande maioria ainda utiliza os parametros de
neutralizacéo fornecidos pelo fabricante do soro. (FERNANDES et al., 1997,
THEAKSTON, KAMIGUTI, 1998)

Doses relativamente elevadas de soro anticrotalico foram detectadas por
Theakston et al. (1998), até quarenta dias ap0s a administracao,
demonstrando, 0 excesso de anti-soro comumente empregado na terapia de
envenenamento por cascavel. Além disso, 0 excesso de componentes
homologo ao organismo humano, pode instaurar reacdes imunoldgicas de
defesa contra alguns componentes do soro de eqtinos, que sdo estranhos ao
organismo de outra espécie. Uma quantidade grande de proteinas que podem
causar varias reacdes adversas, incluindo choque anafilatico, ou mesmo
podendo ser ineficiente em algumas lesGes provocadas pelo veneno ofidico.
(FERNANDES et al., 1997, THEAKSTON, KAMIGUTI, 1998; SANTORO et al.,
1999)

Embora os testes que avaliam a letalidade do veneno crotélico e sua
neutralizagdo pelo soro anticrotalico j& tenham sido bem estudas em animais e
comprovados clinicamente, testes mais especificos para verificar as atividades
lesivas em orgdos alvos ainda ndo foram totalmente demonstradas. O
conhecimento das atividades biolégicas do veneno da Crotalus durissus
terrificus, assim como a intensidade, o local de acéo e a forma de neutralizacéo
de cada uma delas, pode auxiliar na utilizacdo de terapias mais adequadas no
tratamento de pacientes vitimas de acidentes crotélicos. (CHIPPAUX,
GOYFFON, 1998)



2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo é \erificar a hepatoxicidade produzida por
sub-dose do veneno de Crotalus durissus terrificus da regido do Vale do
Paraiba em figado de ratos Wistars tratados com soro anticrotalico em

diferentes tempos

Estudar a evolucéo funcional do figado frente a administracdo de
veneno crotalico e soro anticrotalico, através de técnicas histolégicas e

analises bioquimicas;

Verificar a acdo de sub-dose de soro anticrotalico em figados de
ratos, através das determinacfes histolégicas e bioquimicas de enzimas
hepaticas;

Verificar a possivel neutralizacdo do dano hepético causado pelo
veneno da C.d.t. em diferentes intervalos de administracdo de soro

anticrotalico.



3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa experimental foi aprovada pela Comissdo de Etica da
Universidade do Vale do Paraiba (Anexo) e realizada de acordo com os
preceitos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal -COBEA e com a lei
federal 6.638 de 08 de maio de 1979. (COBEA, 1991; BARBOSA et al., 2003)

3.1 Veneno

O veneno de Crotalus durissus terrificus da regido do Vale do Paraiba foi
fornecido pelo Serpentario do Centro de Estudos da Natureza (CEN) da
Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP) — Séo José dos Campos - SP, sob

a responsabilidade do Dr. José Carlos Cogo.

Apés a extracdo, o veneno foi dessecado e pulverizado. O veneno
liofilizado foi acondicionado em frasco hermeticamente fechado a 4 °C. A via
utilizada para inoculacdo do veneno foi intramuscular (i.m.). A dose utilizada foi
de 200ng/Kg de veneno bruto, aproximadamente 1/6 da DLso. (FRANCA, 2004)

Minutos antes da administragdo, o veneno foi solubilizado em solucéo
fisiologica estéril 0,9%, na concentracdo de 0,04nL/mL, administrando-se um

volume total de 100nL desta solucéo por animal.(BARRAVIEIRA, 1993)
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3.2 Solugéao salina

A solucéo fisiologica estéril 0,9% (ASTERO) foi administrada pelas vias
I.m. e intraperitoneal (i.p.), em um volume de 100nL por animal, conforme

esquema posolégico. (SHIBUTANI, 2000)

3.3 Soro anticrotalico

Foi utilizada a dose de 13ng/Kg de antiveneno obtidas do pasma de
equideos hiperimunizados com veneno de serpente do género Crotalus,
produzido pela divisdo de Producdo de Imunobioldgicos da Fundacao Ezequiel
Dias (FUNED) — Belo Horizonte — MG. Este soro foi purificado por digestao
péptica e fracionamento salino, contendo fenol 0,25% como preservativo e
conservado sob refrigeragcdo até o momento da administracdo. (CHIPPAUX,
GOYFFON, 1998; BARRAVIEIRA, 1993)

Para a diluicdo, foi utilizada solucdo fisioloégica estéril 0,9%, na
concentracdo de 0,0267nL/mL. A administracdo desta solucdo foi
intraperitoneal em um volume total de 100nL por animal. A poténcia do soro
determina que cada mililitro de soro anticrotélico neutralize no minimo, 1,5 mg
de veneno de Crotalus durissus terrificus. (BARRAVIEIRA, 1993)

3.4 Animais

Foram utilizados ratos machos do tipo Wistar, pesando
aproximadamente entre 190 g e 220 g cada, com aproximadamente 3 semanas

de vida, fornecidos pelo biotério da Fazenda Bem-te-vi, Sdo Paulo-SP.
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Os animais foram mantidos em ambiente limpo e seco, com
luminosidade, temperatura e umidade relativa adequadas, com racdo e agua
ad libitum e monitorados diariamente para troca de palha e agua. Os animais
foram acondicionados em grupos de 07 por caixas, em sala de contencédo no
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) — UNIVAP, Sdo José dos
Campos - SP, e passaram por um periodo de aclimatagdo por

aproximadamente sete dias, antes de iniciar os experimentos

Para este experimento, foram utilizados 91 ratos subdivididos em 13

lotes de 07 animais cada, nos seguintes grupos:

3.4.1. Controle

01 — Grupo controle: administrou-se 100nL de solucao fisioldgica estéril
0,9% via i.m.. ApGs 3 horas 0s animais receberam 100nL de solugéo fisiol6gica
estéril 0,9% via i.p e foram sacrificados apos 48 horas para coleta das

amostras.

3.4.2. Veneno

02 - Grupo veneno 3 horas (V 3h): os animais foram inoculados com

0,04nL/mL do veneno via i.m.. Apés 3 horas receberam 100nL de solucéo

fisiologica estéril 0,9% via i.p e foram sacrificados ap6s 48 horas para coleta

das amostras.

03 - Grupo veneno 6 horas (V 6h): os animais foram inoculados com
0,04nL/mL do veneno via i.m. Ap6s 6 horas receberdo 100ni de solugdo
fisiologica estéril 0,9% via i.p e foram sacrificados ap6s 48 horas para coleta

das amostras.

04 - Grupo veneno 9 horas (/ 9h): os animais foram inoculados com

0,04n/mL do veneno via i.m. Apos 9 horas receberam 100nL de solucéo
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fisiologica estéril 0,9% via i.p e foram sacrificados ap6s 48 horas para coleta

das amostras.

05 - Grupo veneno 12 horas (V 12h): os animais foram inoculados com

0,04n./mL do veneno via i.m. Ap6s 12 horas receberam 100ni de solucao

fisiolégica estéril 0,9% via i.p e foram sacrificados apds 48 horas para coleta
das amostras.

3.4.3. Soro

06 - Grupo soro 3 horas (S 3h): os animais receberam 100nL de
solucéo fisioldgica esteéril 0,9% via i.m. e apos 3 horas receberam 0,0267nL/mL

de soro anticrotélico via i.p e foram sacrificados apés 48 horas para coleta das

amostras.

07 - Grupo soro 6 horas (S 6h). os animais receberam 100niL de
solucéo fisiologica estéril 0,9% via i.m. e apds 6 horas receberam 0,0267nL/mL

de soro anticrotalico via i.p e foram sacrificados ap0s 48 horas para coleta das

amostras.

08 - Grupo soro 9 horas (S 9h). os animais receberam 100niL de
solucao fisiolégica estéril 0,9% via i.m. e apds 9 horas receberam 0,0267ni/mL

de soro anticrotalico via i.p e foram sacrificados ap0s 48 horas para coleta das

amostras.

09 - Grupo soro 12 horas (S 12h): os animais receberam 100niL de
solucdo fisiolégica estérii 0,9% via i.m. e apdés 12 horas receberam
0,0267nL/mL de soro anticrotalico via i.p e foram sacrificados apos 48 horas

para coleta das amostras.

3.4.4. Veneno + Soro

10 - Grupo veneno + soro 3 horas (V + S 3h): os animais foram

inoculados com 0,04m/mL do veneno vias i.m., apos 3 horas receberam
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0,0267nL/mL de soro anticrotalico via i.p e foram sacrificados apds 48 horas

para coleta das amostras.

11 - Grupo veneno + soro 6 horas (V + S 6h): os animais foram
inoculados com 0,04nm/mL do veneno vias i.m., apdés 6 horas receberam
0,0267nmL/mL de soro anticrotalico via i.p e foram sacrificados apo6s 48 horas

para coleta das amostras.

12 - Grupo veneno + soro 9 horas (V + S 9h). os animais foram
inoculados com 0,04ni/mL do veneno vias i.m., ap6s 9 horas receberam
0,0267nL/mL de soro anticrotalico via i.p e foram sacrificados apds 48 horas

para coleta das amostras.

13 - Grupo veneno + soro 12 horas (V + S 12h): os animais foram
inoculados com 0,04nL/mL do veneno vias i.m., apos 12 horas receberam
0,0267nL/mL de soro anticrotélico via i.p e foram sacrificados ap6s 48 horas

para coleta das amostras.

3.5 Anestesia

Considerando que o etoxietano (dietiléter) ndo provoca disfuncédo e
toxicidade no tecido hepatico, promovendo anestesia por acdo depressora no
SNC e tendo sido aplicado em diversos trabalhos nos quais estudou-se a
funcdo hepatica, foi adotado como anestésico de escolha para a realizacao
deste experimento (YAMANE, ABE, 1996; BARBOSA et al., 2003)

Utilizou-se um sistema fechado de camara anestésica contendo
etoxietano para inducdo anestésica por inalacdo. Todas as precaucdes
recomendadas para manuseio de produto inflamavel foram seguidas durante
todo o experimento. (COBEA, 1991, BARBOSA et al., 2003, THEOCHARIS et
al., 2001)
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Os sinais de anestesia dos animais foram monitorados através de
indicadores fisiolégicos como perda do reflexo corneano (2 a 5 minutos),
frequéncia respiratoria, respostas reflexas, relaxamento da mandibula e
musculatura abdominal. Ainda sob efeito anestésico, os animais foram
sacrificados, através da administracdo de cloreto de potassio (KCl) 20%
intracardiaco. Os animais do grupo controle também sofreram o mesmo
procedimento para ndo haver interferéncia nos resultados devido ao manuseio
e técnicas com os animais. (COBEA, 1991; GUTIERREZ-SALINAS et al., 1999;
THEOCHARIS et al., 2001, BARBOSA et al., 2003)

3.6 Procedimento cirargico

Ap6s a inducdo anestésica, 0s animais foram imediatamente
tricotomizados e colocados em posicdo supina sobre prancha para iniciar o
procedimento cirdrgico. Com uma tesoura de ponta romba foi realizada uma
incisdo curta na linha longitudinal mediana com o prolongamento do final da
parede abdominal & borda posterior do esterno, em seguida a parede ventral foi
fixada na prancha para efetuar a coleta de sangue e tecido hepatico.
(THEOCHARIS et al., 2001, BARBOSA, 2003)

3.7 Coleta de sangue

Apés laparotomia, as amostras de sangue foram imediatamente
coletadas da veia cava inferior dos ratos com seringas de 5 mL e agulha calibre
25x7. O sangue coletado foi centrifugado a 4.000 r.p.m. por 15 minutos a 4 °C
em centrifuga refrigerada. Em seguida, foram separadas as amostras de soro
do sangue de cada animal para as determinacfes das atividades enzimaticas
da alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e
gama glutamiltransferase. (THEOCHARIS et al., 2001)
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3.8 Coleta do tecido hepético

O tecido hepatico foi imediatamente removido apos a coleta de sangue,
limpo em solucéo fisiologica estéril 0,9% resfriada. Um fragmento do l6bulo
direito do figado foi prontamente depositado em solucédo de formol a 10% para
a realizacao da analise histolégica. (THEOCHARIS et al., 2001)

3.9 Solucdes

» Solucéo fisioldgica estéril 0,9% (Astero).

» Solucdo de 4cido acético 5% em agua destilada (Syntho)

» Solucgéo de acido cloridrico 5% em agua destilada (Synth o)

= Solucéo de alcool etilico: 50°GL, 60°GL, 70°GL, 95°GL (Synth O)
= Alcool etilico absoluto PA (Synth ©)

= Dimetil benzeno- Xilol (Synth o)

»= Solucéo de formol 10% em agua destilada (Synth o)

= Solucado de eosina 1%: 1 g de eosina amarelada PA para 30 mL de
agua destilada para 70 mL de alcool absoluto PA (Synth C").

» Hematoxilina: Hematoxilina (Doleso)
= Solucdo tampéo fosfato 0,2 Molar

» Kits de analises bioquimicas (Labtesto)

3.10 Andlises bioquimicas

As enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e

gama-glutamiltransferase, foram analisadas pelo método descrito por



Bergmeyer (1986). A fosfatase alcalina foi analisada através de dosagem no

soro do sangue do animal, pelo método colorimétrico Roy modificado.

As anadlises enzimaticas foram realizadas no soro sanguineo dos ratos
utlizando-se de Kits Labtest® e as leituras foram realizadas em um
Espectrofotdmetro Ultra-Violeta Shimadzu® 1650 PC, através da técnica de

determinacdes colorimétricas, no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia da
UNIVAP, Sao José dos Campos — SP.

3.10.1 Aspartato aminotransferase (AST)

Principio: A AST catalisa a transferéncia do grupo amina do aspartato
para cetoglutarato, com a formacao de glutamato e oxalacetato. O oxalacetato
formado reage com a 2-4 difenilhidrazina formando a hidrazona que adquire a
coloracdo méxima pela adicdo de hidroxido de soédio. A intensidade de
coloracao varia de acordo com a atividade enzimatica e neste caso, uma vez
que ndo obedece a Lei de Lambert-Beer, os célculos sdo definidos através da

curva padrao.
Metodologia: Reitman e Frankel.

Reagentes:

1 — AST Substrato: tampdo fosfato 67 mmol/L pH 7,4; acido
alfacetoglutérico 2,0 mMol/L; acido L aspartético 99 mmol/L e azida sédica 15,4
mmol/L.

2 — Reagente de cor: 2,4 dinitrofenihidrazina 1,0 mmol/L e &cido
cloridrico 1,0 mol/L.

3 — Solugéo de NaOH — estoque: hidroxido de s6dio 10 mmol/L.

4 — Solucgéo padréao: piruvato de sédio 22 mg/dL.



3.10.2 Alanina Aminotransferase (ALT)

Principio: A ALT catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina para
o cetoglutarato, com a formacao de glutamato e piruvato. O piruvato formado
reage com a 2-4 difenilhidrazina formando a hidrazona que adquire a coloracéo
maxima pela adicdo de hidroxido de sodio. A intensidade de coloracéo varia de
acordo com a atividade enzimética e, neste caso, uma vez que nao obedece a

Lei de Lambert-Beer, os calculos sao definidos através da curva padréo.

Metodologia: Reitman e Frankel.

Reagentes:

1 — ALT Substrato: tampao 50 mmol/L pH 7,4; acido alfacetoglutarico 2,0
mmol/L; &cido alfacetoglutarico 2,0 mmol/L; L-alanina 100 mmol/L e azida
sodica 15,4 mmol/L.

2 — Reagente de cor: 2,4 dinitrofenihidrazina 1,0 mmol/L e &cido
cloridrico 1,0 mol/L.

3 — Solucédo de NaOH — estoque: hidréxido de s6dio 10 mmol/L.

4 — Solucéo padrao: piruvato de sédio 22 mg/dL.

3.10.3 Gama - Glutamiltransferase (GGT)

Principio: A GGT catalisa a transferéncia do grupo glutamil da L-gama
glutamil-p-nitroanilide para a glicilglicina, formando a gama glutamil glicilglicina
e p-nitroanilina, de coloragdo amarela. A intensidade de coloracdo é

proporcional a atividade enzimatica.

Metodologia: Szasz modificado



Reagentes:

1 — Reagente 1: tampao tris 125 mmol/L, glicilglicina 187 mmol/L e azida
sédica 12 mmol/L.

2 — Reagente 2: gama glutamil p-nitroanilide 14,5 mmol/L e azida sddica
3,0 mol/L.

3 — Padréo: p-nitroanilina 500 mmol/L e azida sodica 15 mmol/L

3.10.4 Fosfatase Alcalina (FA):

Principio: A fosfatase alcalina do soro hidrolisa o substrato da
timolftaleina monofosfato, liberando timolftaleina e fosfato inorganico. Pela
adicdo de alcali a acdo enzimatica € inibida e a timolftaleina adquire cor azul. A

intensidade de coloracao é proporcional a atividade enzimatica.

Metodologia: Roy modificado; metodologia com especificidade para

fosfatases de origem hepatica, 0ssea e intestinal.

Reagentes:

1 — Substrato: timolftaleina monofosfato 23 mmol/L

2 — Reagente de Cor: carbonato de sddio 50 mmol/L e hidroxido de
sodio 50 mmol/L.

3 — Tampao:solugéao tampao 300 mmol/L pH 10,1 e surfactante

4 — Padréo: padrao 45 U/L

3.11 Analise histoldgica

As amostras de tecido hepatico coletadas foram processadas no
Laboratdrio de Fisiologia e Farmacologia da UNIVAP, Séo José dos Campos —

SP, de acordo com a seguinte metodologia:
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Fixacao
As amostras de tecido do figado apO0s o procedimento, foram

imediatamente fixadas em soluc&o de formol a 10% por 72horas

Retirada do Fixador
Para a retirada do agente fixador as amostras de tecido hepatico foram

lavadas em solucéo salina 0,4% por 15 minutos.

Desidratacéo
A desidratacdo foi realizada com &lcool, adicionando ao precipitado de

células uma quantidade suficiente para cobri-lo segundo a seguinte ordem.

alcool 50% 2 horas
alcool 70% 2 horas
alcool 95% 2 horas
alcool absoluto PA 8 horas

Diafanizacéo
Em seguida as amostras de tecido hepatico foram diafanizadas com

dimetilbenzeno (xilol) por 4horas.

Incluséao

Para impregnacao e inclusédo, os fragmentos foram acondicionados por
48 horas em formas contendo parafina histolégica fundida a 60°C em estufa
histologica para polimerizacdo da resina e formagdo do bloco. Apés a
impregnacao de cada fragmento, estes foram colocados em um molde de metal

para solidificar-se a temperatura ambiente

Corte
A partir dos blocos contendo o tecido hepatico, foram realizados cortes

de 5 um de espessura em micrétomo Leica® RM 2125 RT.
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Contrastacao
Uma vez preparados, os cortes foram fixados em laminas e corados pelo

método Hematoxilina-Eosina Alcodlica (HE).

Analise ao Microscépio

Apos a coloracdo e preparo das laminas permanentes, os cortes foram
analisados e fotografados em um microscépio Optico Leica® DML30 no
laboratério de Cultura de Células da Universidade do Vale do Paraiba — Sédo
José dos Campos - SP, sob a responsabilidade da Dra. Cristina Pacheco

Soares.

A leitura das laminas foi realizada de maneira aleatéria, o resultado final
da contagem dos parametros em cada corte, foi obtido pela média aritmética
dos valores de semiquantificacdo entre 0 a 10, relativos a observacdo de 10
campos microscopicos, com aumento de 200 vezes de cada grupo. Foi
utilizada a metodologia do Teste de Kruskal-Wallis, através de uma analise nao

paramétrica.

3.12 Andlise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram armazenados em um banco de dados
utilizando-se o programa Excel® — versdo 2000 (Microsoft Co. USA), para
computador pessoal. Nas comparacfes entre 0s grupos a significancia
estatistica foi avaliada através da Analise de Variancia (ANOVA). Na presenca
de diferencas entre os grupos, estas foram identificadas pelo método de
Student-Newman-Kuels (teste T). A avaliacdo histoldégica qualitativa foi
realizada através do teste ndo paramétrico de KruskalWallis. Foi adotado o
nivel de significancia de 5% (p = 0,05) (LAPPONI, 2000)



4. RESULTADOS

O estudo compreendeu a determinacdo das atividades enzimaticas
através da realizacdo de analises bioquimicas do soro de ratos Wistar e
avaliacdo histologica por meio de microscopia éptica do tecido hepatico dos
mesmos. Os valores da aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase,
gama glutamiltransferase e fosfatase alcalina encontram-se descritos nas
figuras de 01 a 16, e nas tabelas de 01 a 04. Os resultados histologicos

encontram-se nas figuras de 17 a 55 e na tabela 05.

4.1 Estudo Bioquimico

4.1.1. Avaliacdo da Alanina Aminotransferase

As figuras 01, 02, 03 e 04 representam respectivamente, a atividade
enzimatica da alanina aminotransferase (ALT) no soro de ratos em resposta a
administracdo de soro anticrotélico 3, 6, 9 e 12 horas apés a inocula¢do do
veneno de C.d.t.. A média dos valores obtidos e o respectivo erro padrao deste
intervalo de tempo esta representada na tabela 01.
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@8 Controle

@8 Soro

@l \/eneno + Soro
Veneno

U/L

GRUPQOS

Figura 01: Atividade enzimética da ALT (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucao fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (controle).

Submetidos a soroterapia anticrotélica (13ng/Kg) apos 3 horas da administracdo de
solucdo fisioldgica 0,9% e sacrificados ap6s 48 horas (S 3h). Submetidos a
soroterapia (13nmy/Kg) apos 3 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200nmg/Kg) e
sacrificados ap6s 48 horas (V + S 3h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200ng/Kg),
apos 3 horas administrada solucao fisioldégica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (V
3h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida no grupo: * Controle (ANOVA, seguido teste de Tukey-Kramer de
comparacao multipla).

A figura 01 ilustra a atividade enzimatica da ALT (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotélico, do grupo submetidos a
soroterapia, e ao grupo submetido & administragdo de soroterapia apos 3
horas da inoculagdo do veneno de C.d.t.. A observacao da figura 01 permite
considerar que houve aumento estatisticamente significativo em relagdo ao
grupo controle para todos os grupos estudados, até mesmo para 0 grupo que
recebeu apenas a soroterapia, conforme representacdo da tabela 01. Pode-se
dizer também, que ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando

comparados entre Si 0S grupos: veneno, veneno + soro e soro.
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Figura 02: Atividade enzimatica da ALT (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisioldégica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotalica (13ng/Kg) apds 6 horas da administracdo de
solucdo fisiologica 0,9% e sacrificados apos 48 horas (S 6h). Submetidos a
soroterapia (13nmy/Kg) apos 6 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200nmg/Kg) e
sacrificados ap6s 48 horas (V + S 6h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200ng/Kg),
apos 6 horas administrada solucao fisiologica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (V
6h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida nos grupos: * Controle e * veneno + soro (ANOVA, seguido teste de

Tukey-Kramer de comparagéo multipla).

A figura 02 representa a atividade enzimética da ALT (U/L) no soro de
ratos Wistar do grupo inoculado com veneno crotalico, do grupo submetido a
soroterapia, e do grupo submetido a administracdo de soroterapia apds 6
horas da inoculacédo do veneno de C.d.t.. Ao analisar a atividade da ALT nos
grupos veneno, veneno + soro e soro neste tempo, pode-se verificar aumento
estatisticamente significativo da enzima alanina aminotransferase para todos os
grupos quando comparados ao grupo controle. Quando comparado ao grupo
veneno + soro, 0 grupo inoculado somente com veneno crotalico demonstrou

aumento estatisticamente significativo.
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Figura 03: Atividade enzimética da ALT (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucao fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotélica (13ng/Kg) apos 9 horas da administracdo de
solucdo fisiologica 0,9% e sacrificados apo6s 48 horas (S 9h). Submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apds 9 horas da inoculacédo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados apés 48 horas (V + S 9h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200my/Kg),
apo6s 9 horas administrada solucéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (V
9h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida nos grupos: * Controle e * veneno + soro (ANOVA, seguido teste de
Tukey-Kramer de comparagdo multipla).

Na figura 03 podemos observar a atividade enzimética da ALT (U/L) no
soro de ratos Wistar do grupo inoculado com veneno crotélico, do grupo
submetido a soroterapia, e do grupo submetido a administracdo de soroterapia
apos 9 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t.. Comparando 0 grupo soro e o
grupo veneno, podemos considerar que houve uma diferenga estatisticamente
significativa entre eles, houve também uma diferenca significativa entre eles e o
grupo controle. Comparando os valores evidenciados na tabela 01 para o grupo
veneno + soro, podemos considerar que neste caso, ndo houve uma diferenca

significativa entre este e o grupo controle.
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Figura 04: Atividade enzimética da ALT (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisiologica 0,9% e sacrificados apdés 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotélica (13ng/Kg) apos 12 horas da administracdo de
solucao fisioldgica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (S 12h). Submetidos a
soroterapia (13nmg/Kg) apds 12 horas da inoculacéo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apés 48 horas (V + S 12h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200nmg/Kg),
apos 12 horas administrada solucéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (V
12h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida no grupo: * Controle (ANOVA, seguido teste de Tukey-Kramer de
comparacao multipla).

Na figura 04 esta ilustrada a atividade enzimatica da ALT (U/L) no soro
de ratos Wistar do grupo inoculado com veneno crotalico, do grupo submetido
a soroterapia, e do grupo submetido a administracdo de soroterapia apés 12
horas da inoculacdo do veneno de C.d.t.. A andlise da figura 04 revela que
houve uma diferenca estatisticamente significativa entre todos 0s grupos
experimentais quando comparados ao grupo controle. A figura 04 permite
considerar que comparando os valores enzimaticos do grupo veneno e do
grupo veneno + soro, nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
eles.



53

ALT CONTROLE SORO VENENO + SORO VENENO
3h 64,480 * 3,824 69,631 = 4,160 64,306 + 4,597
6h 21,367 + 2,196 53,171 * 3,956 56,544 + 3,727 79,631 + 4,203
9h 48,793 + 1,913 39,507 + 2,082 83,198 + 10,944
12 h 65,997 + 6,144 64,382 + 4,796 71,201 + 6,385

Tabela 01: Atividade enzimatica da ALT (U/L) em soro de ratos 48 horas seguidas da
administracdo da soroterapia anticrotalica apos 3, 6, 9 e 12 horas da inoculacdo de
200 pg/Kg de veneno de C.d.t. .

Na tabela 01 esta ilustrada a atividade enzimatica da ALT (U/L) no soro
de ratos Wistar do grupo controle, e dos grupos inoculado somente com
veneno crotélico (3, 6 9 e 12 horas, respectivamente), dos grupos inoculados
somente com soro anticrotalico os grupos inoculado com veneno crotélico, do
grupo submetido a soroterapia (3, 6 9 e 12 horas, respectivamente), e do grupo
inoculado com veneno crotalico e soro anticrotalico (3, 6 9 e 12 horas,
respectivamente). A analise da tabela 01 permite considerar que houve uma
diferenga estatisticamente significativa entre todos 0S grupos experimentais
quando comparados ao grupo controle. O menor valor obtido encontra-se no
grupo veneno + soro no tempo de 9 horas, e o maior valor da ALT é do grupo

veneno, no tempo de 9 horas.

4.1.2 Avaliacao da Aspartato Aminotransferase

As figuras 05, 06, 07 e 08 representam a atividade enzimatica da
aspartato aminotransferase (AST) no soro de ratos em resposta a
administracdo de soro anticrotalico 3, 6, 9 e 12 horas, ap0s a inoculagdo do
veneno de C.d.t., respectivamente. A média dos valores obtidos e o respectivo

erro padréo deste intervalo de tempo estéa representada na tabela 02.
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Figura 05: Atividade enzimatica da AST (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisiolégica 0,9% e sacrificados apo6s 48 horas (controle).

Submetidos a soroterapia anticrotdlica (13ng/Kg) ap6s 3 horas da administracdo de
solucdo fisiolégica 0,9% e sacrificados apos 48 horas (S 3h). Submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apdés 3 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados apés 48 horas (V + S 3h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200my/Kg),
apos 3 horas administrada solucéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apos 48 horas (V
3h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida no grupo: * Controle (ANOVA, seguido teste de Tukey-Kramer de
comparacao multipla).

A figura 05 representa a atividade da enzima AST (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotalico, do grupo submetido a
soroterapia, e do grupo submetido a administracdo de soroterapia apds 3
horas da inoculacdo do veneno de C.d.t.. A figura 05 permite considerar que
houve uma diferenca significativa entre os valores do controle quando
comparados aos valores obtidos nos outros grupos experimentais. Podemos
observar conforme a representacdo da tabela 02 que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os valores dos grupos veneno, grupo

VEeNeno + soro € grupo soro.



55

125+ *
@ Controle
1004 @l Soro
@l \Veneno + Soro
759 Veneno

U/L

504

25+

GRUPOS

Figura 06: Atividade enzimatica da AST (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucado fisiolégica 0,9% e sacrificados ap6s 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotalica (13ng/Kg) apds 6 horas da administracdo de
solugéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (S 6h). Submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apos 6 horas da inoculagdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apo6s 48 horas (V + S 6h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200ny/Kg),
apos 6 horas administrada solucao fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (V
6h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida no grupo: * Controle (ANOVA, seguido teste de Tukey-Kramer de
comparacao mdultipla).

Na figura 06 podemos observar a atividade enzimatica da AST (U/L) no
soro de ratos Wistar do grupo inoculado com veneno crotalico, grupo
submetido a soroterapia, e do grupo submetido a administracdo de soroterapia
apos 6 horas da inoculacéo do veneno de C.d.t.. A analise da figura 06 permite
considerar que houve aumento significativo da atividade enzimética da AST
para todos os grupos estudados em relacdo ao grupo controle, principalmente
em relacdo ao grupo veneno, conforme se observa na representacédo da tabela
02. Ao se comparar 0 grupo veneno, grupo veneno + Soro e grupo soro, nao é

observado aumento estatisticamente significativo entre os valores da AST.
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Figura 07: Atividade enzimatica da AST (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucao fisiolégica 0,9% e sacrificados ap6s 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotalica (13ng/Kg) apds 9 horas da administracdo de
solugéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (S 9h). Submetidos a
soroterapia (13nmg/Kg) apds 9 horas da inoculagdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apos 48 horas (V + S 9h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200ny/Kg),
apos 9 horas administrada solucao fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (V
9h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida nos grupos: * Controle e * veneno + soro (ANOVA, seguido teste de

Tukey-Kramer de comparacgao multipla).

A figura 07 ilustra a atividade enzimatica da AST (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotélico, submetido a soroterapia, e
submetido a administracdo de soroterapia apos 9 horas da inoculacdo do
veneno de C.d.t. Comparando o grupo soro, grupo veneno + SOro e grupo
veneno com o0 grupo controle, podemos considerar que houve uma diferenca
estatisticamente significativa, destacando-se a grande diferenca entre o0s
valores obtidos pelo grupo soro em relacdo ao grupo controle. Podemos
observar uma diferenca significativa entre o grupo veneno quando comparado

ao grupo veneno + soro e ao grupo soro.
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Figura 08: Atividade enzimatica da AST (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisiolégica 0,9% e sacrificados apdés 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotalica (13ng/Kg) apés 12 horas da administracédo de
solugéo fisiologica 0,9% e sacrificados apdés 48 horas (S 12h). Submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apos 12 horas da inoculagéo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apds 48 horas (V + S 12h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200ng/Kg),
apos 12 horas administrada solucgéo fisiologica 0,9% e sacrificados apos 48 horas (V
12h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida nos grupos: * Controle e * veneno + soro (ANOVA, seguido teste de
Tukey-Kramer de comparagéo multipla).

A figura 08 ilustra a atividade enzimética da AST (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotalico, submetido a soroterapia, e
submetido a administragcdo de soroterapia ap6és 12 horas da inoculagéo do
veneno de C.d.t.. A figura 08 permite considerar que houve uma diferenca
estatisticamente significativa entre os valores do grupo controle quando
comparado aos valores obtidos no grupo veneno, grupo veneno + SOro e grupo
soro. Podemos observar conforme a representacdo da tabela 02 que houve
diferenca significativa entre os valores do grupo veneno + soro quando

comparado ao grupo que recebeu apenas a soroterapia anticrotalica.
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AST CONTROLE SORO VENENO + SORO VENENO

3h 98,299 * 5,503 99,228 + 12,303 117,333 + 6,444
6h 41,363 + 2,643 99,462 * 9,305 86,585 * 3,281 114,000 + 7,192
9h 87,644 + 8,160 86,693 * 3,528 165,289 + 12,085
12 h 171,047 + 7,291 133,951 + 5,919 143,482 + 4,042

Tabela 02: Atividade enzimatica da AST (U/L) em soro de ratos 48 horas seguidas da
administracdo da soroterapia anticrotalica apés 3, 6, 9 e 12 horas da inoculagdo de
200 pg/Kg de veneno de C.d.t.

Na tabela 02 esta ilustrada a atividade enzimatica da AST (U/L) no soro
de ratos Wistar do grupo controle, e dos grupos inoculado somente com
veneno crotélico (3, 6 9 e 12 horas, respectivamente), dos grupos inoculados
somente com soro anticrotalico os grupos inoculado com veneno crotélico, do
grupo submetido a soroterapia (3, 6 9 e 12 horas, respectivamente), e do grupo
inoculado com veneno crotalico e soro anticrotalico (3, 6 9 e 12 horas,
respectivamente). A analise da tabela 01 permite considerar que houve uma
diferenga estatisticamente significativa entre todos 0S grupos experimentais
quando comparados ao grupo controle. O menor valor obtido encontra-se no
grupo veneno + soro no tempo de 6 horas, com pequena diferenca do tempo

de 9 horas; o maior valor da AST € do grupo soro, no tempo de 12 horas.

4.1.3 Avaliacao da Fosfatase Alcalina

As figuras 09, 10, 11 e 12 representam a atividade enzimatica da
fosfatase alcalina (FA) no soro de ratos em resposta a administracdo de soro
anticrotalico 3, 6, 9 e 12 horas, apds a inoculacdo do veneno de C.d.t.,
respectivamente. A média dos valores obtidos e o respectivo erro padrdo deste

intervalo de tempo esta representada na tabela 03.
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Figura 09: Atividade enzimética da FA (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucado fisiolégica 0,9% e sacrificados ap6s 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotalica (13ng/Kg) apds 3 horas da administracdo de
solugéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apdés 48 horas (S 3h). Submetidos a
soroterapia (13nmg/Kg) apos 3 horas da inoculagdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apo6s 48 horas (V + S 3h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200ny/Kg),
apos 3 horas administrada solucéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (V
3h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida nos grupos: * Controle e ? veneno + soro (ANOVA, seguido teste de
Tukey-Kramer de comparacgao multipla).

A figura 09 ilustra a atividade enzimatica da FA (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotdlico, submetido a soroterapia, e
submetido a administracdo de soroterapia apos 3 horas da inoculacdo do
veneno de C.d.t.. A analise da figura 09 sugere um aumento significativo dos
valores enzimatico de FA para 0 grupo SOro € 0 grupo veneno+ Soro em
relacdo ao grupo controle. Conforme a representacdo da tabela 03, nao foi
observado valor estatisticamente significativo do grupo controle em relacdo ao
grupo veneno. Comparando 0 grupo veneno + Soro com 0 grupo soro, pode-se
observar um aumento estatisticamente significativo nos valores do grupo que
receberam apenas soroterapia daqueles que foram inoculados com veneno e
soro. Os valores do grupo soro também foram significativamente maiores

quando comparados aos do grupo veneno.
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Figura 10: Atividade enzimatica da FA (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisiologica 0,9% e sacrificados apdés 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotélica (13ng/Kg) apos 6 horas da administracdo de
solucdo fisiologica 0,9% e sacrificados apo6s 48 horas (S 6h). Submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apds 6 horas da inoculacédo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados apés 48 horas (V + S 6h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200my/Kg),
apos 6 horas administrada solucao fisiologica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (V
6h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida nos grupos: * Controle e * veneno + soro (ANOVA, seguido teste de
Tukey-Kramer de comparacao multipla).

A figura 10 ilustra a atividade enzimatica da FA (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotdlico, submetido a soroterapia, e
submetido a administracdo de soroterapia apos 6 horas da inoculacdo do
veneno de C.d.t.. A andlise dos resultados ilustrados na figura 10 para o grupo
veneno + soro quando comparado ao grupo inoculado com veneno, demonstra
uma diferenca estatisticamente significativa, o0 que também pode ser observado

na comparac¢ao do grupo soro e do grupo veneno
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Figura 11: Atividade enzimatica da FA (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisiolégica 0,9% e sacrificados apdés 48 horas (controle).

Submetidos a soroterapia anticrotélica (13ng/Kg) apés 9 horas da administracdo de
solugéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (S 9h). Submetidos a
soroterapia (13nmg/Kg) apos 9 horas da inoculagcdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados ap6s 48 horas (V + S 9h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200ny/Kg),
apos 9 horas administrada solucao fisiologica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (V
9h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida nos grupos: * Controle e * veneno + soro (ANOVA, seguido teste de
Tukey-Kramer de comparagéo multipla).

A figura 11 ilustra a atividade enzimatica da FA (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotdlico, submetido a soroterapia, e
submetido a administracdo de soroterapia ap6s 9 horas da inoculacdo do
veneno de C.d.t.. Os resultados dos valores da atividade enzimatica da
fosfatase alcalina obtidos nos diferentes grupos experimentais em comparacao
aos valores enzimaticos do grupo controle foram significativamente. Conforme
analise da tabela 03, houve diferenca estatisticamente significativa quando
comparado 0 grupo veneno + SOro ao grupo SOro e ao grupo veneno, sendo

este Ultimo, o grupo que obteve a menor média de valor enzimatico entre eles.
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Figura 12: Atividade enzimatica da FA (U/L) no soro de ratos Wistar
administrados somente com solucéo fisiologica 0,9% e sacrificados apds 48 horas
(controle). Submetidos a soroterapia anticrotalica (13ng/Kg) ap6s 12 horas da
administracdo de solucéo fisiol6gica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (S 12h).
Submetidos a soroterapia (13ng/Kg) apos 12 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t.
(200ny/Kg) e sacrificados apos 48 horas (V + S 12h). Inoculados com veneno de C.d.t.
(200my/KQ), apds 12 horas administrada solucéo fisiologica 0,9% e sacrificados apos
48 horas (V 12h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando
comparados com a resposta obtida no grupo: * Controle (ANOVA, seguido teste de
Tukey-Kramer de comparagéo multipla).

A figura 12 ilustra a atividade enzimatica da FA (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotélico, submetido a soroterapia, e
submetido a administracdo de soroterapia apos 12 horas da inoculacdo do
veneno de C.d.t.. Ao analisarmos os valores da fosfatase alcalina na figura 12,
podemos considerar que houve aumento significativo da atividade desta
enzima para 0 grupo veneno + SOro e para 0 grupo veneno em relacdo ao
grupo controle. Conforme ilustra a figura 12, a diferenca nao foi
estatisticamente significativa quando comparados o grupo controle com o grupo
soro. Do mesmo modo, n&do houve diferenga estatisticamente significativa

quando comparados 0S grupos veneno, veneno + Soro e soro entre Si.
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FA CONTROLE SORO VENENO + SORO VENENO

w
>

102,638 + 7,820 71,108 * 5,624 54,223 + 1,833

6h 48,326 + 1,584 91,416 + 4,853 91,489 + 7,359 67,121 + 2,748
9h 135,265 + 6,080 111,865 + 6,251 71,686 * 3,482
12 h 60,078 + 2,169 78,453 + 4,026 72,345 £ 5,911

Tabela 03: Atividade enzimética da FA (U/L) em soro de ratos 48 horas seguidas da
administracdo da soroterapia anticrotélica apos 3, 6, 9 e 12 horas da inoculacdo de
200 pg/Kg de veneno de C.d.t. .

Na tabela 03 esta ilustrada a atividade enzimética da FA (U/L) no soro
de ratos Wistar do grupo controle, e dos grupos inoculado somente com
veneno crotélico (3, 6 9 e 12 horas, respectivamente), dos grupos inoculados
somente com soro anticrotalico os grupos inoculado com veneno crotélico, do
grupo submetido a soroterapia (3, 6 9 e 12 horas, respectivamente), e do grupo
inoculado com veneno crotalico e soro anticrotalico (3, 6 9 e 12 horas,
respectivamente). A andlise da tabela 01 permite considerar que houve uma
diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos experimentais quando
comparados ao grupo controle, exceto para 0s grupos veneno 3 horas, veneno
6 horas e soro 3 horas. O menor valor obtido encontra-se no grupo veneno no

tempo de 3 horas, e o maior valor da FA é do grupo soro, no tempo de 9 horas.

4.1.4 Avaliacado da Gama Glutamiltransferase

As figuras 13, 14, 15 e 16 representam a atividade enzimatica da gama
glutamiltransferase (GGT) no soro de ratos em resposta a administracdo de
soro anticrotalico 3, 6, 9 e 12 horas, ap0s a inoculacdo do veneno de C.d.t.,
respectivamente. A média dos valores obtidos e o respectivo erro padrdo deste

intervalo de tempo esta representada na tabela 04.
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Figura 13: Atividade enzimatica da GGT (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotalica (13ng/Kg) apds 3 horas da administracdo de
solugéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (S 3h). Submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apos 3 horas da inoculagcdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados ap6s 48 horas (V + S 3h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200my/Kg),
apos 3 horas administrada solucao fisiologica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (V
3h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida no grupo: * Controle (ANOVA, seguido teste de Tukey-Kramer de
comparacao multipla).

A figura 13 ilustra a atividade enzimética da GGT (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado veneno crotdlico, submetido a soroterapia, e
submetido a administracdo de soroterapia ap6s 3 horas da inoculacdo do
veneno de C.d.t.. Ao analisar os valores da enzima GGT na figura 13, pode-se
observar um aumento estatisticamente significativo do grupo veneno+soro e do
grupo veneno em relagdo ao grupo controle. A diferenca nao foi
estatisticamente significativa quando comparado o grupo controle com o grupo
que recebeu soro anticrotalico. De acordo com a representacao da tabela 04,
nao houve diferenca significativa entre os valores de GGT dos grupos veneno,

veneno + soro e soro quando comparados entre si.
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Figura 14: Atividade enzimatica da GGT (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisiolégica 0,9% e sacrificados apdés 48 horas (controle).

Submetidos a soroterapia anticrotalica (13ng/Kg) ap6s 6 horas da administracao de
solugéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (S 6h). Submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apos 6 horas da inoculagdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apo6s 48 horas (V + S 6h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200ny/Kg),
apos 6 horas administrada solucao fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (V
6h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida no grupo: * Controle (ANOVA, seguido teste de Tukey-Kramer de
comparacao multipla).

A figura 14 ilustra os valores bioquimicos da atividade enzimatica da
GGT (U/L) no soro de ratos Wistar do grupo inoculado com veneno crotélico,
submetido a soroterapia, e submetido a administracdo de soroterapia apés 6
horas da inoculagéo do veneno de C.d.t.. Comparando os resultados da GGT
obtidos no grupo soro e no grupo veneno + soro, podemos considerar que
houve uma diferenga estatisticamente significativa entre eles e também em
relacdo ao grupo controle. Comparando o grupo veneno com o grupo controle,
podemos considerar que neste caso, ndo houve uma diferenca
estatisticamente significativa entre eles. Observouse uma pequena diferenca,
porém nao significativamente estatistica, nos valores do grupo soro quando

comparados aos grupo veneno.
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Figura 15: Atividade enzimatica da GGT (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisiolégica 0,9% e sacrificados apdés 48 horas (controle).
Submetidos a soroterapia anticrotdlica (13ng/Kg) apés 9 horas da administracdo de
solugéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apés 48 horas (S 9h). Submetidos a
soroterapia (13nmg/Kg) apos 9 horas da inoculagcdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apo6s 48 horas (V + S 9h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200my/KQ),
apos 9 horas administrada solucao fisiologica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (V
9h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida no grupo: * Controle (ANOVA, seguido teste de Tukey-Kramer de
comparacao multipla).

A figura 15 ilustra a atividade enzimatica da GGT (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotalico, submetido a soroterapia, e
submetido a administracdo de soroterapia apés 9 horas da inoculacdo do
veneno de C.d.t.. A analise da figura 15 permite considerar que houve aumento
estatisticamente significativo nos valores enzimaticos do grupo soro e do grupo
veneno + soro em relacdo ao grupo controle. Foi observada uma diferenca
significativa entre o grupo veneno e o grupo soro, todavia, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados obtidos no grupo veneno em

relacéo ao grupo controle.
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Figura 16: Atividade enzimatica da GGT (U/L) no soro de ratos Wistar administrados
somente com solucdo fisioldégica 0,9% e sacrificados apds 48 horas (controle).

Submetidos a soroterapia anticrotalica (13ng/Kg) apés 12 horas da administracédo de
solugéo fisiologica 0,9% e sacrificados apdés 48 horas (S 12h). Submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apds 12 horas da inoculagdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apds 48 horas (V + S 12h). Inoculados com veneno de C.d.t. (200ng/Kg),
apos 12 horas administrada solucéo fisiolégica 0,9% e sacrificados ap6s 48 horas (V
12h). Os dados representam a média + E.P, n=7, p<0,05 quando comparados com a
resposta obtida no grupo: * Controle (ANOVA, seguido teste de Tukey-Kramer de
comparacao mdultipla).

A figura 16 ilustra a atividade enzimatica da GGT (U/L) no soro de ratos
Wistar do grupo inoculado com veneno crotélico, submetido a soroterapia, e
submetido a administragcdo de soroterapia ap6és 12 horas da inoculagéo do
veneno de C.d.t.. Ao compararmos os valores da atividade enziméatica da gama
glutamiltransferase do grupo veneno, grupo Soro e grupo veneno + Soro em
relacdo aos valores enzimaticos obtidos no grupo controle, verificamos que nao
houve diferenca estatisticamente significativa desta enzima para 0S grupos
experimentais em relagdo ao grupo controle. De acordo com a tabela 16,
também nado houve diferenca significativa entre os valores de GGT para 0s

grupos veneno, veneno + soro e soro quando comparados entre si.
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GGT CONTROLE SORO VENENO + SORO VENENO
3h 4,422 + 0,401 5,005 + 0,098 4,953 + 0,059
6h 3,083 + 0,090 4,997 + 0,049 4,923 + 0,040 4,272 + 0,055
9h 5,052 £ 0,135 4,906 + 0,167 4,246 £ 0,077
12 h 4,347 +£0,071 4,310 + 0,092 4,607 + 0,158

Tabela 04: Atividade enzimatica da GGT (U/L) em soro de ratos 48 horas seguidas da
administracdo da soroterapia anticrotélica apos 3, 6, 9 e 12 horas da inoculacdo de
200 pg/Kg de veneno de C.d.t. .

Na tabela 04 esta ilustrada a atividade enzimatica da GGT (U/L) no soro
de ratos Wistar do grupo controle, e dos grupos inoculado somente com
veneno crotélico (3, 6 9 e 12 horas, respectivamente), dos grupos inoculados
somente com soro anticrotalico os grupos inoculado com veneno crotélico, do
grupo submetido a soroterapia (3, 6 9 e 12 horas, respectivamente), e do grupo
inoculado com veneno crotalico e soro anticrotalico (3, 6 9 e 12 horas,
respectivamente).

A analise da tabela 01 permite considerar que houve uma diferenca

estatisticamente significativa entre 0s grupos experimentais quando
comparados ao grupo controle, exceto para os grupos veneno 6 horas, veneno
9 horas, soro 3 horas 0s grupos veneno 12 horas, soro 12 horas e veneno +
soro 12 horas. O menor valor obtido encontra-se no grupo veneno no tempo de

6 horas, e 0 maior valor da GGT € do grupo soro, no tempo de 9 horas.
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4.2 Estudo Histomorfoldgico

4.2.1. Avaliacao Histomorfolégica pelo método H.E.

4.2.1.1. Grupo Controle

As figuras 17, 18 e 19 ilustram a viséo geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo controle, inoculado somente com solucdo fisiologica. A analise
histolégica destas fotomicrografias, demonstra a boa preservacdo da
arquitetura celular, com nucleos ovoides aparentes e cordfes celulares
definidos em direcdo a veia centro lobular. Auséncia de degeneracdo e

necrose. Ductos biliares e veias hepaticas bem definidos e preservados.

Figura 17: Fotomicrografia de tecido hepético do grupo controle, inoculados com
100 solucéo fisiologica estéril 0,9% via i.p. apds 3 horas da administracdo de 100
de solucéo fisiologica estéril 0,9% via i.m. e sacrificados apos 48 horas (HE 100X).
V.C.L = Veia centro lobular; E.P. = Espaco porta.
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Figura 18: Fotomicrografia de tecido hepético do grupo controle, inoculados com
100ni solucéo fisioldgica estéril 0,9% via i.p. apos 3 horas da administracéo de 100nL
de solucéo fisiologica estéril 0,9% via i.m. e sacrificados apos 48 horas (HE 400X).
E.P. = Espaco porta; D.B. = Degeneracéo.

Figura 19: Fotomlcrografla de tecido hepético do grupo controle, inoculados com
100ni solucéo fisioldgica estéril 0,9% via i.p. apds 3 horas da administracdo de 100nL
de solucéo fisiologica esteril 0,9% via i.m. e sacrificados apos 48 horas (HE 1000X).
V.C.L. = Veia centro lobular.
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4.2.1.2. Grupo Veneno 3 horas

As figuras 20, 21 e 22 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo veneno, Inoculados com veneno de C.d.t. (200ng/Kg), apés 3 horas
administrada solucéo fisiolégica 0,9% e sacrificados apos 48 horas . A analise
histolégica dos hepatdcitos desta fotomicrografia, demonstra os corddes
celulares definidos em direcdo a veia centro lobular. Ductos biliares e veias
hepéticas bem definidos e preservados e pequenos focos de congestdo de

sinusoides e presenca de algumas células de Kupffer.

Figura 20: Fotomicrografia de tecido hepético do grupo V 3h, Inoculados com veneno
de C.d.t. (200nmg/Kg), apo6s 3 horas administrada solucdo fisiolégica 0,9% e
sacrificados apés 48 horas (HE 100X). E.P. = Espaco porta
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Figura 21: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 3h, Inoculados com veneno
de C.d.t. (200ng/Kg), apo6s 3 horas administrada solucdo fisiolégica 0,9% e
sacrificados apos 48 horas (HE 400X). E.P. = Espaco porta; D.B. = Ducto Biliar

Figura 22: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 3h, Inoculados com veneno
de C.d.t. (200nmg/Kg), apo6s 3 horas administrada solucdo fisiolégica 0,9% e
sacrificados apds 48 horas (HE 1000X). C.K. = Células de Kupffer; D. = Degeneracéo.
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4.2.1.3. Grupo Veneno 6 horas

As figuras 23, 24 e 25 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo veneno, Inoculados com veneno de C.d.t. (200ng/Kg), apés 6 horas
administrada solucéo fisiologica 0,9% e sacrificados apos 48 horas . A analise
das amostras histoldgica fotomicrografadas, revela expansao da area da triade
portal. Pequena quantidade de infiltrado inflamatério e degeneracao celular. A
fotomicrografia de maior aumento (1000X) revela a presenca de algumas

células de Kupffer.

de C.d.t. (200ng/Kg), apo6s 6 horas administrada solucdo fisiolégica 0,9% e
sacrificados apds 48 horas (HE 100X). E.P. = Espaco porta.
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Figura 24: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 6h, Inoculados com veneno
de C.d.t. (200ng/Kg), apo6s 6 horas administrada solucdo fisiolégica 0,9% e
sacrificados apo6s 48 horas (HE 400X). E.P. = Espaco porta.

Figura 25: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 6h, Inoculados com veneno
de C.d.t. (200ng/Kg), apo6s 6 horas administrada solucdo fisiolégica 0,9% e
sacrificados apés 48 horas (HE 1000X). I.1. = Infiltrado inflamatério.
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4.2.1.4. Grupo Veneno 9 horas

As figuras 26, 27 e 28 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo veneno, Inoculados com veneno de C.d.t. (200ng/Kg), apés 9 horas
administrada solucao fisiologica 0,9% e sacrificados apos 48 horas . Nestes
campos fotomicrografados, € nitida a expansdo dos sinusoéides e dilatacdo
celular. Pode-se observar também a presenca de células inflamatérias e o

aumento do numero de células de Kupffer.
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Figura 26: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 9h, Inoculados com veneno
de C.d.t. (200nmg/Kg), apo6s 9 horas administrada solucdo fisiolégica 0,9% e
sacrificados apos 48 horas (HE 100X). V.C.L. = Veia centro lobular
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Figura 27: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 9h, Inoculados com veneno
de C.d.t. (200ng/Kg), apo6s 9 horas administrada solucdo fisiolégica 0,9% e
sacrificados apos 48 horas (HE 400X). C.S. = Congestao de sinusoides.
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Figura 28 Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 9, Inoculados com veneno de
C.d.t. (200my/Kg), apds 9 horas administrada solucéo fisiologica 0,9% e sacrificados

apos 48 horas (HE 1000X). C.K. = Células de Kupffer.
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4.2.1.5. Grupo Veneno 12 horas

As figuras 29, 30 e 31 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo veneno, Inoculados com veneno de C.d.t. (200ng/Kg), apdés 12 horas
administrada solucéo fisiologica 0,9% e sacrificados apos 48 horas . A andlise
histologica destas fotomicrografias, demonstra congestdo em torno da triade
portal e veia hepética. .Este fragmento de tecido hepéatico demonstra, ainda,
algumas células de Kupffer e também alguns focos de degeneracéo de células

hepaticas em torno da veia centro lobular.
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Figura 29: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 12h, Inoculados com
veneno de C.d.t. (200ny/Kg), apés 12 horas administrada solucgéo fisiologica 0,9% e
sacrificados apés 48 horas (HE 100X). E.P. = Espaco porta.
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Figura 30: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 12h, Inoculados com
veneno de C.d.t. (200ng/Kg), apés 12 horas administrada solucéo fisioldgica 0,9% e
sacrificados apos 48 horas (HE 400X). V.C.L. = Veia centro lobular; D= Degeneracao.

Figura 31: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V 12h, Inoculados com

veneno de C.d.t. (200ny/Kg), apés 12 horas administrada solucgéo fisiologica 0,9% e
sacrificados apés 48 horas (HE 1000X). C.S. = Congestao de sinuséides.
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4.2.1.6. Grupo Soro 3 horas

As figuras 32, 33 e 34 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo soro, submetido a soroterapia (13ng/Kg) apos 3 horas da administracédo
de salina 0,9% e sacrificados ap0s 48 horas. A analise histologica destas
fotomicrografias, demonstra pequenas areas de congestao de sinuséides em
torno da triade portal além da congestdo vascular e do espessamento do
endotélio periportal. A presenca de area inflamatoéria periportal também é
evidenciada nas fotomicrografias de numero 33 e 34. Nestas mesmas
fotomicrografias, pode-se observar o aumento do numero das células

inflamatorias.

Flgura 32: Fotomlcrografla de tecido hepatico do grupo S 3h, submetido a soroterapia
(13ny/Kg) apos 3 horas da administracdo de salina 0,9% e sacrificados apds 48 horas
(HE 100X). E.P. = Espaco porta; C.S. = Congestao de sinusdides; DB= Ducto biliar.



Figura 33: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 3h, submetido a soroterapia
(13my/Kg) apds 3 horas da administracéo de salina 0,9% e sacrificados apos 48 horas
(HE 400X). E.P. = Espaco porta; E.E. = Espessamento do endotélio.
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Figura 34: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 3h, submetido a soroterapia
(13ny/Kg) apos 3 horas da administracao de salina 0,9% e sacrificados apés 48 horas
(HE 1000X). I.I. = Infiltrado inflamatario.
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4.2.1.7. Grupo Soro 6 horas

As figuras 35, 36 e 37 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo soro, submetido a soroterapia (13ng/Kg) apos 6 horas da administracédo
de salina 0,9% e sacrificados apds 48 horas. A analise histologica destas
fotomicrografias, apresenta congestdo vascular e de sinusdides e quebra do
corddo de hepatécitos. Area periportal com células inflamatérias, congestéo

vascular e degeneracao celular e espessamento do endotélio vascular.

Figura 35: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 6h, submetido a soroterapia
(13ny/Kg) apos 6 horas da administracdo de salina 0,9% e sacrificados apds 48 horas
(HE 100X). C.V. = Congestao de vasos.
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Figura 36: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 6h, submetido a soroterapia
(13nmy/Kg) apds 6 horas da administracéo de salina 0,9% e sacrificados apos 48 horas
(HE 400X). L.1. = Infiltrado inflamatorio; C.V. = Congestédo de vasos; D. = degeneracéo.
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Figura 37: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 6h, submetido a soroterapia

(13ny/Kg) apos 6 horas da administracao de salina 0,9% e sacrificados apés 48 horas
(HE 1000X). L.I. = Infiltrado inflamatério; E.E.= Espessamento do endotélio.



83

4.2.1.8. Grupo Soro 9 horas

As figuras 38, 39 e 40 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo soro, submetido a soroterapia (13ng/Kg) apos 9 horas da administracédo
de salina 0,9% e sacrificados ap0s 48 horas. A analise histologica destas
fotomicrografias, demonstra congestao de sinusoides em torno da triade portal
e veias centro lobulares  Observar células inflamatérias e locais com

degeneracao celular na fotomicrografia numero 40.
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Figura 38: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 9h, submetido a soroterapia
(13ny/Kg) apos 9 horas da administracdo de salina 0,9% e sacrificados apés 48 horas
(HE 100X). V.C.L. = Veia centro lobular; E.P. = Espaco porta.



e, |
i ',T! ~ 2

Figura 39: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 9h, submetido a soroterapia

(13my/Kg) apos 9 horas da administracéo de salina 0,9% e sacrificados apos 48 horas
(HE 400X). V.C.L. = Veia centro lobular.

Figura 40: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 9h, submetido a soroterapia
(13ny/KQg) apos 9 horas da administracdo de salina 0,9% e sacrificados apds 48 horas
(HE 1000X). V.C.L. = Veia centro lobular.
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4.2.1.9. Grupo soro 12 horas

As figuras 41, 42 e 43 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo soro, submetido a soroterapia (13ng/Kg) apds 12 horas da administracao
de salina 0,9% e sacrificados ap0s 48 horas. Na analise histolégica destas
fotomicrografias, observa-se congestdo dos sinusdides e degeneracao celular
proximo a triade portal. As fotomicrografias de numero 42 e 43 também
demonstram alteracdo do endotélio vascular, necrose e desorganizacdo do
corddo de hepatdcitos. No aumento de 1000X pode-se observar, também,

infiltrado inflamatério discreto e fibrose .
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Figura 41: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 12h, submetido a
soroterapia (13ng/Kg) apos 12 horas da administracdo de salina 0,9% e sacrificados
apos 48 horas (HE 100X). E.P. = Espaco porta.
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Figura 42: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 12h, submetido a
soroterapia (13ng/Kg) apos 12 horas da administracdo de salina 0,9% e sacrificados
apos 48 horas (HE 400X). C.V. = Congestao de vasos.
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Figura 43: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo S 12h, submetido a

soroterapia (13ng/Kg) apos 12 horas da administracdo de salina 0,9% e sacrificados
apos 48 horas (HE 1000X). C.K. = Células de Kupffer.
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4.2.1.10. Grupo Veneno + Soro 3 horas

As figuras 44, 45 e 46 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo veneno + soro, submetido a soroterapia (13ng/Kg) apos 3 horas da
inoculagdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e sacrificados apos 48 horas. A
analise histologica destas fotomicrografias, demonstra na maioria das areas,
guebra do corddo de hepatdcitos e expansdo dos sinusoides. Observa-se area
inflamatéria periportal, necrose dos hepatdcitos e infiltrado inflamatério na

fotomicrografia de nimero 46.

soroterapia (13ng/Kg) apdés 3 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados apds 48 horas (HE 100X). E.P.= Espaco porta.
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Figura 45: Fotomicrografia de tecido hepético do grupo V + S 3h, submetido a
soroterapia (13ng/Kg) apés 3 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e

sacrificados apds 48 horas (HE 400X). I.I. = Infiltrado inflamatorio; E.P. = Espago
porta.
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Figura 46: Fotomicrografia de tecido hepético do grupo V + S 3h, submetido a

soroterapia (13ng/Kg) apés 3 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados apos 48 horas (HE 1000X). D. = Degeneracao.
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4.2.1.11. Grupo Veneno + Soro 6 horas

As figuras 47, 48 e 49 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo veneno + soro, submetido a soroterapia (13ng/Kg) apos 6 horas da
inoculacdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e sacrificados apés 48 horas. A
analise histologica destas fotomicrografias, demonstra expansdo dos
sinusoides e desordem na configuracdo dos hepatoécitos, com algumas células
de Kupffer e infiltrado inflamatorio principalmente na regido proxima ao ducto

biliar.

Figura 47: Fotomicrografia de tecido hepético do grupo V + S 6h, submetido a
soroterapia (13ng/Kg) apdés 6 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados apds 48 horas (HE 100X). E.P. = Espaco porta.
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A
Figura 48: Fotomicrografia de tecido hepético do grupo V + S 6h, submetido a
soroterapia (13ng/Kg) apés 6 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados apos 48 horas (HE 400X). C.S. = Congestado de sinusoides; I.I. = Infiltrado
inflamatario.

Figura 49: Fotomicrografia de tecido hepético do grupo V + S 6h, submetido a
soroterapia (13ng/Kg) apdés 6 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados ap06s 48 horas (HE 1000X). I.I. = Infiltrado inflamatoério; D.B.= Ducto Biliar.
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.2.1.12. Grupo Veneno + Soro 9 horas

As figuras 50, 51 e 52 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo veneno + soro, submetido a soroterapia (13ng/Kg) apdés 9 horas da
inoculagdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e sacrificados apés 48 horas. A
analise histoldgica da fotomicrografia nimero 50, demonstra congestdo dos
vasos da triade portal e congestdo dos sinusodides nas &reas préximas ao
espaco porta e veia centro lobular. As outras fotomicrografias revelam necrose,
focos de degeneracdo, congestdo do vaso, congestdo dos sinusoides e
algumas células de Kupffer.
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soroterapia (13nmy/Kg) apos 9 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200nmg/Kg) e
sacrificados ap0s 48 horas (HE 100X). E.P. = Espago porta; C.V.= congestao do vaso.
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Figura 51: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V + S 9h, submetidos a

soroterapia (13ng/Kg) apés 9 horas da inoculacédo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados apo6s 48 horas (HE 400X). E.P. = Espaco porta; D. = Degeneracao.

I

Figura 52: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V + S 9h, submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apos 9 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200mg/Kg) e
sacrificados apdés 48 horas (HE 1000X). D. = Degeneracao.
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4.2.1.13. Grupo Veneno + Soro 12 horas

As figuras 53, 54 e 55 ilustram a visao geral em fotomicrografia de trés
aumentos (100X, 400X e 1000X) respectivamente, do figado de rato Wistar do
grupo veneno + soro, submetido a soroterapia (13ng/Kg) apdés 12 horas da
inoculacdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e sacrificados apos 48 horas. As
fotomicrografias revelam extensa congestdo dos sinuséides, desorganizacdo
dos hepatocitos e varios focos de degeneracdo, vistos principalmente na
fotomicrografia de nimero 55. Por outro lado, pode-se observar proliferacéo

ductal com epitélio destes ductos biliares bem definidos.

soroterapia (13ng/Kg) apds 12 horas da inoculacéo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apos 48 horas (HE 100X). V.C.L. = Veia centro lobular.
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Figura 54: Fotomicrografia de tecido hepatico do grupo V + S 12h, submetidos a
soroterapia (13ng/Kg) apds 12 horas da inoculacdo do veneno de C.d.t. (200ng/Kg) e
sacrificados apos 48 horas (HE 400X). C.S. = Congestéo de sinuséides; D.B. = Ducto
Biliar

Figura 55: Fotomicrografia de tecido hepatico de figado do grupo V + S 12h,
submetidos a soroterapia (13ng/Kg) apos 12 horas da inoculagdo do veneno de C.d.t.
(200ngy/Kg) e sacrificados apés 48 horas (HE 1000X). D. = Degeneracéo; D.B. = Ducto
Biliar; A.= Artéria.
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Células de Infiltrado Congestéo

Kupffer inflamataorio de vasos
controle 1,15+0,976 | 1,45+1,207 | 0,35+0,239
3h 3,45+ 1,839 2,60 + 0,463 2,90 £ 1,042
6h 4,35+ 0,450 4,40 £ 0,568 3,90 £ 0,200

veneno
9h 5,70 £ 0,852 3,40+ 1,936 4,70+ 0,431
12h 505+0,471 2,40 £ 0,989 5,20 + 0,694
3h 5,70 + 0,852 2,50 + 0,368 5,45+ 0,576
6h 6,40 £ 0,884 5,60 + 1,094 6,55+ 1,102
soro
9h 7,10 £ 1,989 6,55+ 1,523 6,35+ 1,397
12h 7,05+ 1,523 5,40+ 0,673 6,50 + 2,263
3h 6,55+ 1,628 4,70+ 0,431 5,60 + 1,094
6h 8,05+1,131 3,70+ 1,168 6,85 + 2,660
veneno + soro

9h 8,40+ 1,621 4,60+0,778 8,30 £ 0,957

12h 7,15+ 1,292 6,40 + 2,357 10,0+ 0

Tabela 05: Classificagdo qualitativa dos aspectos histolégicos : células de Kupffer,
infiltrado inflamat6rio e congestao de vasos, encontrados no figado de ratos Wistar
dos grupos estudados. Os dados representam a média * e.p.m., n=20; p<0,05

guando comparados com o grupo controle. (Teste de Kruskal-Wallis).
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Congestao de Necrose Degeneracéao

sinusoides

0,15+0,134 0,05 = 0,050 0+0
3h 3,55+1,313 2,55+ 0,365 2,80+ 0,484
6h 2,35+ 0,450 1,00 + 0,526 4,05 + 0,997
9h 1,35+ 0,660 1,45+ 0,471 5,00 £ 0,631
12h 1,65+ 1,344 1,05+ 0,263 6,60 + 1,094
3h 2,10+ 0,410 2,20 £ 0,905 5,70 £ 0,747
6h 2,50+ 0,894 1,70 £ 0,642 4,90 + 0,936
9h 1,90 +£ 0,621 1,50 £ 0,789 5,25+ 0,618
12h 4,70 + 0,642 2,60+ 0,463 5,80 + 2,589
3h 3,60 + 2,042 4,60+ 0,778 7,60 = 0,357
6h 4,05+ 1,523 4,70 + 1,273 5,80 + 0,800

veneno + soro

9h 4,50 + 0,368 5,60+1,831 7,60 = 0,357
12h 8,15+ 0,871 8,15+ 0,765 8,10 £ 0,936

Tabela 06: Classificagdo qualitativa dos aspectos histologicos :congestdo de
sinusoides, necrose e degeneracao, encontrados no figado de ratos Wistar dos grupos
estudados. Os dados representam a média + e.p.m., n=20; p<0,05 quando
comparados com o grupo controle. (Teste de Kruskal-Wallis).
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A analise histolégica qualitativa demonstrou aumento significativo em
quase todos os parametros e para todos os grupos em relagdo ao grupo
controle. Os grupos inoculados com veneno e soro anticrotalico, em relacéo
aos outros grupos, foram aqueles que no geral, obtiveram os maiores indices.
O grupo veneno + soro 12 horas destaca-se entre todos por apresentar, em

quase todos os parametros analisados, os valores mais elevados.

A degeneracéo e a necrose foram maiores nos grupos inoculados com
veneno + soro em todos os tempos. Todos o0s grupos tratados mostraram

fibrose, entretanto o grau pronunciado de fibrose € encontrado no grupo

veneno +soro 12h, veneno + soro 6h e soro 12 horas.

Os grupos soro e veneno + soro em todos os tempos, demonstraram
alta incidéncia de congestédo de vasos quando comparados aos demais grupos.
Esta caracteristica, no entanto, anda que ligeiramente mais pronunciada nos
grupos citados, foi uma constante em todos os grupos inoculados com soro e
anti-soro. A congestdo de sinusoéides foi maior nos grupos veneno + soro 12h,

veneno + soro 9 horas e soro 12 horas.

Outra caracteristica presente nos grupos foi a presenca de infiltrado
inflamatorio. Conforme tabela 05, os grupos de receberam somente soro
anticrotalico, em todos os tempos, foram aqueles que apresentaram maiores

indices de infiltrado inflamatoério.

A administracdo tanto do veneno quanto do soro promoveu aumento
significativo das células de Kupffer em relagdo ao controle, principalmente nos

grupos onde foram administrados soro e anti-soro.



5. DISCUSSAO

A via, a dose, a composicdo e a forma pela qual o soro anticrotalico é
administrado na vitima, podem afetar o tipo de resposta produzido no tecido
lesado. (CHIPPAUX, GOYFFON, 1998; BOGARIN et al., 2000) Para mimetizar
um acidente crotalico, o veneno utilizado foi obtido de serpentes C.d.t. da
regido do Vale do Paraiba, e o0 soro anticrotalico empregado € aquele utilizado
pelos hospitais da mesma regido geografica e na mesma propor¢éo de dose de
neutralizacdo. (BARRAVIEIRA,1993, 1995)

A fim de avaliar a lesdo ocasionada pela administracdo do soro e do
veneno, sem comprometer a vida dos animais, a dose de veneno crotalico
escolhido foi inferior a dose letal. A, via intramuscular foi utilizada, uma vez que
a Crotalus durissus terrificus atinge, na grande maioria das vitimas, a regido
intramuscular ou subcutanea para inocular o veneno. (BATINA, GIGLIO,
SAMPAIO, 1997)

O veneno da maioria das espécies de serpentes, apds a inoculacéo,
atravessa rapidamente os tecidos superficiais. Em tecidos profundos, o maior
nivel de concentracdo € obtido em 2 a 4 horas. Isto explica, a instalacdo de
problemas clinicos, incluindo o dano hepatocelular, na maioria dos
experimentos com veneno crotalico, logo na primeira hora apds a inoculacao
do veneno. (CHIPPAUX, GOYFFON, 1998; BOGARIN et al., 2000,
BARRAVIEIRA, 1993, 1995)

Os danos hepaticos agudos estdo associados a uma elevacdo das
aminotransferases com elevacdo minima da fosfatase alcalina, como ocorreu
nos grupos experimentais onde foi administrado veneno crotélico, confirmando

os achados de Barravieira (1993).
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Confirmando os achados acima, as médias mais elevadas dos valores
experimentais das aminotransferases nos ratos estudados, foram para o0s
grupos onde foi inoculado veneno, entretanto o maior valor obtido da AST foi
no grupo soro 12h (171,047 + 7,291 U/L) quando comparados aos demais
grupos. Os valores de AST também tiveram um aumento progressivo de
acordo com o tempo de exposicdo do tecido com 0O veneno ou O SOro

antiofidico. Para ALT, o maior resultado obtido foi no grupo veneno 9h (83,198
+ 10,944 U/L).

Teoricamente no dano hepatocelular, quando a membrana dos
hepatécitos estd danificada, mais aminotransferases sao liberadas no soro,
estas elevacdes dramaticas e repentinas da aminotransferases podem
acontecer apds exposicdo a venenos. Dentre as aminotransferases, a
aspartato aminotransferase € uma enzima particularmente mais sensivel nas
hepatopatias que a alanina aminotransferase. (GAYOTTO, ALVES, 2001;
MOTTA, 2003)

Uma vez que os sinusoides hepaticos ndao tém membrana basal, e os
endotélios apresentam vasta porosidade, as aminotransferases sao liberadas
destes hepatécitos para o sangue muito rapidamente. Esta disposicao
anatémica, particular do figado, é provavelmente o motivo mais importante pelo
qual, durante o dano hepatocelular, observa-se uma alteragcdo precoce da
concentracdo enziméatica no plasma das aminotransferases, sinalizando o dano
agudo causado pela administragdo do veneno. (GAYOTTO, ALVES; 2001;
MOTTA, 2003)

Outro achado bioquimico estad relacionado a elevacdo sérica da
fosfatase alcalina depende que nova enzima seja sintetizada, e freqientemente
ocorrem somente 24 a 48 horas apoOs a instalacdo de um quadro de lesao.
(MATTOS, DANTAS, 2003) Desta forma, o aumento da FA, pode evidenciar
também o aumento da sintese enzimatica nos hepatdcitos, na tentativa de

restabelecer a homeostasia.



100

De acordo com Mattos e Dantas (2003), a enzima GGT, que também
esta relacionada ao dano hepdtico, tem seus niveis elevados em resposta a
inducdo por medicamentos ou toxinas. Os valores obtidos neste experimento,
demonstram que a fosfatase alcalina e a GGT, diferente dos valores das
transaminases, teve seus maiores valores nos grupos onde foi administrado
anti-soro, com excec¢éo do maior resultado para GGT, que foi obtido pelo grupo
veneno 12h (135,265 + 6,080 U/L). Para fosfatase alcalina, o maior resultado
obtido foi soro 9h (135,265 + 6,080 U/L) quando comparados aos demais
grupos, tendo a mesma elevacdo nas analises histologicas quando comparado

aos outros tempos de administracéo; sugerindo um maior dano hepatico.

Observando os resultados do experimento, pode-se sugerir que o dano
hepéatico é tanto mais grave quanto maior sua alteracdo nas estruturas
celulares. Na maioria das vezes, sua extensdo € diretamente proporcional a
concentracdo do agente téxico e as anormalidades que envolvem outros
sistemas biolégicos importantes. (OGA, 1996, MATTOS, DANTAS, 2001;
KALIL, COELHO, STRAUSS, 2001)

Avaliando as alteracdes do tecido hepatico dos grupos inoculados com
veneno crotalico, supde-se que um dos mecanismos desencadeadores de
lesdo hepatocelular no caso de acidente crotalico, pode estar relacionado com
a acao da fosfolipase A2 do veneno ativando a fosfolipase da membrana
plasmatica dos hepatdcitos. Espécies reativas de oxigénio e toxinas podem
interagir com os &cidos graxos poliinsaturados dos fosfolipideos da membrana
dos hepatdcitos, elevando a degradacdo destas membranas lipidicas.
(GAYOTTO, ALVES, 2001)

A morte dos hepatdcitos pelo mecanismo de necrose é comum em
lesGes agudas causada por toxinas, sua extensao e localizacdo podem ser
Uteis na avaliacdo da intensidade do dano. Da mesma forma, a proliferacao dos
ductos biliar e alteragdes na circulacdo hepdtica, pode auxiliar no diagnostico
diferencial de varias doencas hepaticas. (MATTOS, DANTAS, 2001; KALIL,
COELHO, 1990; ROSS, REITH, ROWRELL, 1993; GAYOTTO, ALVES, 2001)
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As alteracbes do suprimento sanguineo nos hepatocitos podem,
igualmente, atuar como propagador de dano hepatico. Algumas toxinas, como
€ 0 caso das metaloproteinas presentes no veneno crotalico, aumentam a
permeabilidade vascular, uma vez que atua sobre a membrana basal dos
vasos, desencadeando prolongamento do tempo de coagulacéo e alterando o
fluxo sanguineo hepético. (GAYOTTO, ALVES, 2001; MONTEIRO et al., 2001)

Esta alteracdo de fluxo sanguineo pode ativar as células de Kupffer a
produzirem mais eicosanodides como mecanismo de defesa hepatico. Dentre as
substancias liberadas pela ativacdo das células de Kupffer, destacam-se as
prostaglandinas, que podem agir como mensageiros pro-inflamatérios nas
lesGes provocadas pelo veneno ou pelo soro anticrotalico, desencadeando
alteracbes como aquelas observadas nas figuras 34, 37 e 49. (GAYOTTO,
ALVES, 2001; MOTTA, 2003)

Outro achado histolégico importante nas lesdes hepaticas agudas é o
edema, que se origina das acbes combinadas de proteases do veneno
crotalico, € observado nas analises histolégicas dos grupos veneno 3h, 6h, 9h
e 12h, grupos veneno + soro 3h, 6h, 9h e 12h. Esta alteracdo pode estar
diretamente relacionada a acdo de fracdes fosfolipidicas que atuam na
membrana celular e pela ativacdo da cascata do complemento, iniciando o

processo edematoso no figado.

Estudos comprovaram que as provas de atividade inflamatoéria se
alteram rapidamente apos o acidente ofidico tanto pelo veneno quanto pela
administracdo do soro antiofidico, sugerindo a instalacdo do processo
inflamatério agudo. (BARRAVIEIRA, 1994) Observando os achados
histol6gicos na tabela 05 dos grupos veneno, veneno + soro e soro, pode-se
destacar, deste modo, os horarios em que o0 veneno ficou o maior tempo em
contato com as células hepaticas, exceto para o grupo veneno 12h, que nao
apresenta aumento significativo em relacdo aos outros tempos de
administracao de veneno. (BARRAVIEIRA, 1993)
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Devido a composicdo dos antivenenos ser basicamente de proteina néao
humana, o soro anticrotalico pode desencadear reacdes de hepéticas que
causem pequenas alteracbes celulares, mas que por outro lado, ndo sejam
suficientes para comprometer a homeostasia fisiolégica, como a alteracao renal
provocada pelo veneno crotélico, que leva a insuficiéncia renal e 6bito. Pois
apesar dos hepatdcitos serem células altamente especializadas, eles possuem
uma singular capacidade de regeneracdo, quando submetidos a trauma por
pequenas resseccbes ou alteracdes metabdlicas leves. (COELHO, 1990;
FAUSTO, 2000) Esta habilidade faz com que os hepatdcitos da zona periportal,
precursores no processo de regeneracao, consigam restabelecer lesbes de
pequenos traumas. (GAYOTTO, ALVES, 2001) Estas alteracdes podem ser

observadas na histologia do grupo S 3h.

A soroterapia anticrotalica apds a inoculacdo com o veneno da Crotalus
durissus terrificus nos ratos estudados, proporcionou resultados com
significativa diferenca em comparacao ao controle sem nada. Os mecanismos
gue eventualmente provocam hepatoxicidade sao diversos, e quando envolvem
reacdo imunolégica com anticorpos homologos, sua fisiopatologia torna-se

ainda mais complexa.

Estudos realizados para mensurar o efeito do veneno crotalico em
nociceptores de ratos, comprovaram que a capacidade de analgesia do veneno
€ potencialmente ativa. Todavia, apds a administracdo de soro anticrotalico
nestes animais, o antiveneno nao foi capaz de interromper a analgesia,
supondo-se, desta forma, que qualquer que seja a toxina presente no veneno
crotélico com atividade analgésica, ndo € a mesma que provoca o 6bito na
vitima de acidentes crotalico. (CHIPPAUX, GOYFFON, 1998; BOGARIN et al.,
2000)

Da mesma forma, apds a administracdo de soro anticrotalico foi
demonstrada em um estudo envolvendo 112 casos de acidente ofidico, onde

45% destes, apresentaram coagulopatia recorrente mesmo apés a
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administracdo de soro anticrotdlico. (THEAKSTON, KAMIGUTI, 1998;
GREGORY et al., 2000)

Esta dificuldade do soro anticrotdlico em neutralizar alguns tipos de
acOes do veneno pode estar relacionada com a variedade de compostos, o
grau de purificacédo e principalmente os fragmentos de anticorpos presentes na
solucédo, ou mesmo pelas variagdes intraespecificas do veneno. CHIPPAUX,
GOYFFON, 1998)

O fato das toxinas do veneno distribuirem-se rapidamente tanto no
plasma quanto através dos tecidos, e dos antigenos presentes no soro
anticrotdlico distribuirem-se fracamente nos tecidos, também pode estar ligada
a possivel incapacidade do soro antiofidico de neutralizar alguns tipos de
lesBes teciduais causadas pelo veneno crotalico. (CHIPPAUX, GOYFFON,
1998)

Outro achado relevante refere-se ao possivel mecanismo de acao do
veneno em relacdo ao soro anticrotalico, onde nao foi observada a elevacéao
dos niveis bioquimicos das enzimas quando associados veneno e soro. A
hipdtese observada nos resultados das analises bioquimicas, indicam que
possivelmente o mecanismo de lesdo do veneno ndo € 0 mesmo mecanismo
de lesdo que provoca alteracbes histolégicas e bioquimicas pelo soro
anticrotélico. Visto que a grande maioria dos grupos onde sdo administrados
veneno e anti-soro, os valores foram menores ou iguais aos grupos onde foi
inoculado somente veneno, como € o0 caso dos valores da alanina
aminotransferase nos tempos 6 horas e 9 horas, que para todos 0s grupos,
demonstrou valores do grupo veneno + SOro menores ou iguais ao grupo que
recebeu apenas veneno crotalico.

Teoricamente, qualquer toxina que provoque lesdo aguda de padrao
hepatocelular, utilizada em uma dose acima desta estudada, pode ser
responsavel pelo agravo do estado patoldgico. Desta forma, pode-se dizer que

0 veneno crotalico bruto, mesmo inferior a dose letal, tem potencial de
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desenvolver dano hepético. A elucidacédo destes mecanismos da toxicidade do
veneno, assim como estudos sobre os fatores que modificam a intensidade dos
seus efeitos téxicos, sdo0 essenciais para a toxinologia. A utilizacdo desses
conhecimentos para o desenvolvimento de antidotos eficientes e das medidas
preventivas eficazes, constitui as principais metas na investigacdo do veneno
crotélico.(OGA, 1996)

Apesar da injuria hepatica poder ser evidenciada por estudos
bioquimicos e histologicos, a fisiopatologia da maioria destas lesbes €
conhecida de maneira incompleta, principalmente quando sdo agudas e
causadas por um complexo de varias substancias toxicas como venenos ou
drogas. (MATTOS, DANTAS, 2001; KALIL, COELHO, STRAUSS, 2001;
GAYOTTO, ALVES, 2001)

O entendimento do mecanismo molecular e bioquimico de agentes
téxicos bem como o local especifico de sua acao e de vital importancia para a
aplicacdo de medidas preventivas e terapéuticas nas intoxicacdes por venenos

ofidicos.



6. CONCLUSAO

Com este experimento, pode-se concluir que o veneno da Crotalus

durissus terrificus frente a acao do soro anticrotalico:

Tanto o veneno quanto o0 soro anticrotalico promovem alteracdes
histolégicas e bioquimicas no tecido hepatico em todos os intervalos

de tempo estudados

O soro anticrotalico quando administrado isoladamente, causa

alteracdes bioguimicas e histoldgicas

O soro anticrotdlico ndo impede a instalacdo da
hepatotoxicidade nem promove a regressdo do processo lesivo
hepatico em nenhum dos intervalos de tempo estudados, quando
comparado as alteracdes hepaticas produzidas pelos grupos soro,

Soro+ veneno e veneno
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