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Resumo

Introducédo: Neste estudo foi avaliada a eficacia do soro antibotropico (SAB) em
camundongos prenhes submetidos ao veneno bruto da serpente Bothrops
jararaca (Bj). Para tanto, o veneno foi administrado em camundongos no 7,5° dia
de prenhez (dp), data importante, onde, de acordo com a literatura, alteracfes
teratogénicas podem ocorrer. Métodos: Na manhd do 7,5°dp, um grupo de
animais (VBj+SAB) recebeu, por via intramuscular, 0,24mg de veneno de Bj/kg de
peso de animal e, apés 3h foi tratado, por via endovenosa, com o SAB. Foram
utilizados dois grupos controles onde os animais receberam salina estéril e foram
submetidos ao soro, ap6s 3h (Sal+SAB) e outro grupo onde 0s animais
receberam o veneno de Bj e ndo foram tratados com soro (VBj). Apds 24h dos
tratamentos, foi avaliada a morfologia do Utero (mais especificamente a interface
materno-fetal, na regido antimesometrial) e foi feita a avaliacdo hemostatica
(dosagem de fibrinogénio — Fg), em todos os animais pertencentes ao grupo VBj e
parte dos animais pertencentes aos demais grupos. O restante dos animais
pertencentes aos grupos VBj+SAB e Sal+SAB foram levados a pré-termo (18,5°
dp), para avaliacdo externa e esquelética dos fetos, peso médio dos fetos, peso
médio das méaes e das placentas. Resultados e Discussdo: Na manha do
8,5°dp, o exame histologico da decidua antimesometrial dos animais do grupo VBj
revelou a presenca de areas hemorragicas, edema e proeminente infiltrado
inflamatorio, na interface materno-fetal. Ainda, nessa regido, as células deciduais
maduras (maternas) e as trofoblasticas gigantes (fetais) exibiam sinais evidentes
de morte celular, confirmando a acdo deletéria do veneno botrépico, no tecido
uterino. JA& a decidua antimesometrial dos animais pertencentes ao grupo
VBj+SAB apresentou-se organizada a semelhanca do grupo Sal+SAB. Assim, o
SAB foi capaz de manter a morfologia do Utero, na interface materno-fetal da
regido antimesometrial. Com relacdo a dosagem de fibrinogénio, o grupo
VBj+SAB apresentou os niveis plasmaticos semelhantes ao grupo Sal+SAB, nao
havendo diferenca significativa entre os grupos. Entretanto, os animais que
receberam somente o veneno e ndo foram tratados com o soro (grupo VB)),
apresentaram nivel mais baixo de Fg havendo, entre esse grupo e 0s outros dois
grupos estudados, diferenca estatistica significativa. Estes resultados mostraram
que embora o veneno da Bj provoque consumo de Fg, o SAB foi capaz de
restabelecer os niveis plasmaticos, o que deve contribuir para a manutencao da
prenhez, uma vez que o Fg tem um papel critico na manutencdo da gestacao.
Entre os animais pertencentes aos grupos VBj+SAB e Sal+SAB que foram a pré-
termo, ndo houve alteracdo do peso materno, ao longo da gestacdo, e também
ndo ocorreu alteracado do peso das placentas. Ndo houve também prevaléncia de
regressao da prenhez entre os grupos. Entretanto, com relacdo ao peso meédio
dos fetos, houve uma redugdo do peso corpdreo no grupo controle, havendo
diferenca estatistica significativa, quando comparado com o grupo VBj+SAB.
Finalmente, ndo houve alteragdo externa ou esquelética, entre 0s grupos
estudados. Conclusé&o: Os resultados acima relatados mostraram que o SAB foi
capaz de preservar a prenhez, ndo provocando reac¢des adversas nos animais e
que é importante ser administrado, mesmo quando nao sao observados sinais de
envenenamento materno.



Palavras-Chave: 1.Veneno de B. jararaca; 2.Soro antibotrépico; 3.Decidua
antimesometrial; 4.Prenhez; 5.Camundongo



Abstract

Introduction: Snakebite accidents are considered a rare event among pregnant
women, but serotherapy is indicated even when envenomation is not severe.
However, antivenom can cause maternal adverse reactions and consequently fetal
death. Experimental Bothrops jararaca (Bj) envenomation can provoke marked
morphological alterations in the antimesometrial (AM) region of uterus in pregnant
mice which can culminate in the end of gestation. This investigation aimed to verify
whether Bothrops antivenom (BAV) could restore the normal morphology of
murine uterus, after Bj envenomation. Methods: On the morning of day 7,5 of
pregnancy, animals received Bj venom (0.24mg Bj venom/kg body weight) i.m.,
and after 3 hours they were treated with BAV i.v. (VBj+BAV). Control groups
received saline and was treated with BAV (Sal+BAV) or Bj venom (VBj). On day
8,5, uterine morphology was analyzed, especially at the maternal-fetal interface in
the AM region. Plasma fibrinogen (Fg) was assayed in plasma samples of
pregnant animals. Aiming to study the external appearance and the skeletal
morphology of fetuses, as well as the incidence of fetal resorptions, another group
of animals on day 7,5 received the same treatments mentioned and was sacrificed
on day 18,5. Results: Histological analysis of most dams of the VBj group
revealed the maternal and fetal tissues disorganized, showing hemorrhagic areas
and a prominent inflammatory infiltrate at the maternal-fetal interface. Additionally,
decidual cells (maternal) and trophoblastic giant cells (fetal) exhibited evident
signs of necrosis. The antimesometrial decidua of most dams of the VBj+BAV
revealed the maternal fetal tissues organized, similarly to the uteri of dams of the
Sal+BAV group. Analyses of the external appearance and skeletal morphology of
fetuses on day 18,5 showed no difference among groups; however, the dams that
received Sal+BAV and were treated with ABS showed smaller fetuses than
VBj+BAV group. Plasma Fg levels of the VBj+BAV group were similar to those of
Sal+BAV group. However, experimental Bj envenomation showed lower plasma
Fg levels. Conclusion: Our results indicated that the treatment with the
antibothropic serum was capable to maintain the development of the gestation,
preserving the morphology in the maternal-fetal interface, in the animals.

Keywords: 1. Bothrops jararaca venom; 2. Antibothropic serum; 3.
Antimesometrial decidua; 4. Pregnancy; 5. Mouse



| — Introducéo

O género Bothrops é o maior representante da familia Viperidae (subfamilia
Crotalinae) no nosso territério, em namero de espécies e subespécies (Hoge &
Romano, 1972) e é responsavel por cerca de 90% dos envenenamentos ocorridos
no Brasil, correspondendo ao acidente ofidico de maior importancia
epidemioldgica no pais (Ministério da Saude, 2001).

Em humanos e experimentalmente em animais, o envenenamento por
serpentes pertencentes ao género Bothrops, induz hemorragia sistémica e local
(Rosenfeld, 1971; Ribeiro & Jorge, 1990; Cardoso et al., 1993; Kamiguti & Sano-
Martins, 1995), além de intensa reacdo no local da inoculacdo do veneno. Esses
sintomas sdo devidos a presenca de uma variedade de toxinas no veneno
(Rosenfeld,1971; Gutiérrez & Lomonte, 1989; Ribeiro & Jorge, 1990; Farsky et al.,
1997).

As alteracdes na coagulacdo sao devidas principalmente ao consumo dos
fatores da coagulacdo. Ja é bastante conhecido que o veneno botrépico possui a
capacidade de ativar fatores da coagulacdo sanguinea atuando sobre o
fibrinogénio, protrombina (Fator II), Fator X (Nahas et al., 1964; Nahas et al.,
1979) e Fator VIII (Kirby et al., 1979; Nishida et al., 1994). Em 1936, von
Klobusitzky & Konig isolaram uma serinoprotease (similar a trombina) do veneno
da Bothrops jararaca que é capaz de consumir o fibrinogénio, provocando
incoagulabilidade do sangue circulante.

Especificamente envolvendo o género Bothrops, relatos clinicos em
mulheres gravidas revelaram que o veneno foi capaz de provocar aborto no inicio
da gravidez (Otero et al., 1992) e descolamento da placenta em fases mais
tardias da gestacdo (Zugaib et al., 1985; Otero et al., 2002). Apesar da baixa
frequéncia de acidentes ofidicos em mulheres gravidas, a grande quantidade de
mortes fetais mostra que esse acidente tem importancia meédica relevante. Parrish
& Khan (1966) afirmaram que as consequéncias sobre a gravidez sao
determinadas pela gravidade do envenenamento, o intervalo que antecede o

tratamento, e o periodo da gestacdo em que a vitima se encontra.



Embora os efeitos do veneno de serpentes sobre a gestacdo nao sejam
completamente conhecidos, a exposicdo de mulheres gravidas a essas toxinas
pode resultar em teratogénese, retardo no crescimento e mutacdo (Malz, 1967;
Pantanowitz & Guidozzi, 1996; Seneviratne et al., 2002).

Assim como em humanos, a administracdo de veneno ofidico,
experimentalmente em animais, causa frequentemente aborto ou reabsorcao
fetal, no inicio da prenhez (Penn et al.,, 1971; Clavert & Gabriel-Robez, 1974;
Mohamed & Nawar, 1975; Bauab et al., 1997). Corroborando com estes estudos,
Spadacci-Morena et al. (2006) mostraram que o veneno da Bothrops jararaca,
guando administrado a camundongos no 8° dia de prenhez (dp), desencadeou,
apos 24h, reabsorcao total ou parcial de fetos. Entretanto, entre aqueles animais
nos quais ficou constatado que a gestacdo nao foi interrompida pela acdo do
veneno, havia alguns animais que apresentavam alteragcdes uterinas importantes,
principalmente na interface materno-fetal, onde foram encontradas células
deciduais e trofoblasticas em processo de necrose, e focos hemorragicos com
células tipicas de processo inflamatério, que possivelmente poderiam
comprometer o desenvolvimento geral do feto. Ja4 no final da prenhez, o
envenenamento pode antecipar o parto, dando origem a natimortos e animais
com pouco tempo de sobrevida (Bauab et al., 1997), pode causar efeitos
teratogénicos importantes, tais como anomalias esqueléticas, da face, cérebro e
coracdo, além de fenda palatal (Clavert & Gabriel-Robez, 1974; Mohamed &
Nawar, 1975; Sim0es et al., 2008), comprometer o crescimento (Penn et al., 1971,
Ahmed et al., 1974) ou mesmo provocar alteracfes nos diversos tecidos do feto
(Ahmed et al., 1974; Mohamed et al., 1974; Nawar, 1980; El Hessy et al., 1987).
Spadacci-Morena (2005) mostrou que em camundongos prenhes submetidos a
envenenamento leve (10% da DLsp) por B.jararaca no 8°dp, e levados a pré-termo
(19°dp), havia uma incidéncia, estatisticamente significativa (p=0,004) de
reabsorgcéo total de fetos em comparagdo com o0 grupo controle, ocorria
reabsorcdo parcial de fetos, o que nao foi observado no grupo controle, e, entre
os fetos a pré-termo, havia uma tendéncia a comprometimento do crescimento
dos mesmos.

A soroterapia é o tratamento mais efetivo na neutralizacdo dos efeitos

provocados pelos venenos ofidicos. No caso de acidentes por Bothrops jararaca,



Kamiguti et al. (1986) e Cardoso et al. (1993) mostraram que, apés 12 horas do
tratamento, o soro antibotropico foi capaz de restabelecer o nivel plasmético de
fibrinogénio, em pacientes que haviam sido acidentados por essa serpente e que
apresentavam completo consumo de fibrinogénio.

Com relagdo a mulheres gravidas, estudos mostram que o veneno de
serpentes pode provocar sérias complicacdes durante a gestacdo e que a
soroterapia € recomendada, mesmo quando o envenenamento € leve, ou mesmo
insuficiente para provocar sinais de envenenamento materno (James, 1985;
McNally & Reitz, 1987). Entretanto, outros estudos mostram que o uso do soro
antiofidico pode provocar choque anafilactdide (revisado em Fan, 2003), podendo
levar a reacdes adversas, inclusive em mulheres gestantes, e nesse caso, resultar
eventualmente em morte fetal (Entman & Moise, 1984).

Visando proporcionar um melhor entendimento dos efeitos resultantes
apos a soroterapia, tanto na méde como no feto, além de possivelmente contribuir
para uma abordagem terapéutica mais efetiva por ocasido do envenenamento em
mulheres gravidas, nos propusemos a estudar o efeito da soroterapia, apos
envenenamento experimental por Bothrops jararaca em camundongos no 7,5°dp.
No 8,5°dp, 24 horas apdés o envenenamento, foram estudadas as células
deciduais antimesometriais maternas, as células trofoblasticas gigantes
embrionarias, bem como a hemostasia do sangue materno e, no 18,5°dp, foi

analisada a morfologia dos fetos que sobreviveram até esta etapa.



Il - Objetivo

Considerando o importante papel da soroterapia nos acidentes ofidicos,
além dos trabalhos que divergem sobre o uso ou ndo do soro em mulheres
gravidas, o objetivo geral do presente trabalho foi investigar o efeito do tratamento
com soro antibotropico, apdés envenenamento experimental por Bothrops jararaca,
sobre o desenvolvimento da gestacdo em camundongos. Ainda, com base nas
observacbes prévias de que o veneno botropico induz, em camundongos
prenhes, alteracdes morfolégicas uterinas e hemostaticas importantes que podem
culminar com a reabsorcao fetal, os objetivos especificos, nos diferentes grupos

estudados, foram:

e Avaliar a morfologia da decidua antimesometrial (mais especificamente das
células deciduais maduras) e das células trofoblasticas gigantes, na

interface materno-fetal, no 8,5°dp;
e Determinar a concentracdo de fibrinogénio plasmatico materno, no 8,5°dp;

e Avaliar o efeito dos tratamentos sobre o peso materno, fetal e da placenta,

de animais a pré-termo, isto é, no 18,5°dp;
e Avaliar a incidéncia de reabsorcao fetal, nos animais no 18,5°dp, e

e Analisar a morfologia externa e esquelética de fetos a pré-termo.



[l - Revisao da Literatura

1 - Ofidismo

1.1 — Biologia das Serpentes

Apesar da existéncia de poucos registros fosseis, acredita-se que as
serpentes surgiram no Periodo Cretaceo (ha cerca de 135 milh6es de anos). Sao
relativamente recentes, principalmente se levarmos em conta que oS primeiros
répteis surgiram por volta de 315 milhdes de anos, no Carbonifero (Melgarejo,
2009). Os répteis foram os primeiros vertebrados a conquistarem definitivamente
o ambiente terrestre. Este fato ocorreu a partir do desenvolvimento do amnio, um
anexo embrionario que garantiu protecdo ao embrido contra dessecacao, choques
mecanicos e aderéncia as paredes que o contém (Coborn, 1991; Franco, 2003).

As serpentes podem ter se originado de lagartos de vida subterréanea, que,
como adaptacéo, tiveram o corpo extremamente alongado, reducdo das patas e
olhos semi-atrofiados (Melgarejo, 2009). Além dessas adaptacdes, as
especializacbes do cranio e do aparelho mandibular, assim como das glandulas
salivares, permitiram a ingestdo de presas inteiras e auxiliaram a digestdo
(Coborn, 1991).

Através da analise da morfologia craniana de um grande numero de
espécies de serpentes, Anthony (1955) chegou a conclusdo que, desde muito
cedo na evolucéo das serpentes, duas vias evolutivas se diferenciaram, de acordo
com o tipo de denticdo: uma proterodonte, que teria dado origem aos elapideos, e
outra opistodonte, originando os viperideos. Do ponto de vista morfol6gico, além
da forma extremamente alongada do corpo, da falta de membros locomotores e
de possuirem escamas epidérmicas recobrindo todo o corpo, as serpentes sao
caracterizadas pela auséncia de palpebras moveis e de ouvido externo
(Melgarejo, 2009).

As serpentes sdo exclusivamente carnivoras, predando tanto vertebrados
quanto invertebrados (Franco, 2003). Entre as diferentes espécies de serpentes, a
alimentacdo é bastante variada, podendo ser composta por lesmas e outros

moluscos gastropodes, artrOpodes, peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos.
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Em relacdo a estratégia de captura, existem desde espécies constritoras até
envenenadoras (Melgarejo, 2009).

As serpentes habitam principalmente as regifes temperadas e tropicais,
principalmente devido a sua dependéncia do calor externo para efetuar sua
termorregulagdo. Assim como outros répteis, s8o animais ectotérmicos,
diferentemente das aves e mamiferos que sédo endotérmicos. Atualmente, as
serpentes se adaptaram para habitar diversos tipos de ambientes, com
caracteristicas muito distintas entre eles, como o0s ambientes terrestres,
subterrdneos, arbéreos, aguas continentais e oceénicas, com excec¢do das
calotas polares, onde o frio excessivo impede a vida destes animais (Franco,
2003; Melgarejo, 2009).

O Brasil possui uma fauna riquissima de serpentes e, apesar dos inimeros
estudos sobre o assunto, muitas espécies ainda sao pouco estudadas ou mal
conhecidas, embora essa situacdo venha se modificando nos udltimos anos.
Estima-se que essa fauna seja composta por cerca de 265 espécies, classificadas
dentro de aproximadamento 73 géneros, reunidos em 9 familias (Hoge &
Romano, 1978/79; Melgarejo, 2009). Destas familias, apenas 2 (Familia Elapidae
e Familia Viperidae) e 4 géneros (Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus)
congregam as espécies consideradas peconhentas, isto é, aquelas que produzem
e armazenam toxinas em glandulas especializadas e possuem aparelhos
apropriados para inocula-las, resultando em intoxicacdes sérias no homem e em
animais domésticos (Melgarejo, 2009).

A familia Viperidae (sendo o género Bothrops o mais significativo)
representa o grupo mais importante de serpentes para a saude publica, pois sdo
responsaveis pela grande maioria e pelos mais graves acidentes ofidicos
registrados. Essa familia € formada por serpentes com aparelho inoculador do
tipo solenoglifo, podendo ser facilmente identificadas utilizando caracteres
morfoldgicos externos, como a cabecga triangular recoberta por escamas
pequenas e presenca de fosseta loreal (Melgarejo, 2009).

Os viperideos possuem um mecanismo de mordida muito eficiente. Os
amplos movimentos dos 0ssos cranianos durante a mordida permitem a essas

serpentes que suas presas, que permanecem paralelas ao cranio quando em



repouso, se tornem aptas para o ataque no momento do bote, gracas a uma
rotacdo da maxila em torno de sua articulagédo pré-frontal (Melgarejo, 2009).

Nos viperideos, as glandulas de veneno localizam-se nos dois lados da
cabeca, logo atras dos olhos, na regido temporal, diretamente abaixo da pele. O
complexo mecanismo de transmissdo do veneno da glandula para a presa
permite aos viperideos proezas como atacar e injetar o veneno em apenas 1/50
de segundo, ou abrir a boca apenas o angulo suficiente para poder morder,
conforme o tamanho da vitima (Kardong, 1975). Podem também regular
voluntariamente a quantidade de veneno aplicada, desde uma mordida de
adverténcia sem injecdo até um ataque com descarga total de veneno da glandula
(Melgarejo, 2009).

Dos acidentes ofidicos mais importantes provocados por viperideos, a

maioria é causada por serpentes do género Bothrops.

1.2— Serpentes pertencentes ao género Bothrops

As serpentes pertencentes ao género Bothrops compreendem cerca de 30
espécies e estdo distribuidas por todo o territério brasileiro (Pinho, 2001). E o
maior representante da familia Viperidae (subfamilia Crotalinae) no nosso
territério, em numero de espécies e subespécies (Hoge & Romano, 1972). Essas
serpentes sdo caracterizadas por ndo possuirem modificacdes significativas na
cauda, sendo formadas por escamas sub-caudais em pares (Melgarejo, 2009),
ndo tem chocalho e as suas cores variam muito, dependendo da espécie e da
regido onde vivem (Pinho, 2001).

O género Bothrops possui algumas das espécies mais importantes do
ponto de vista médico, ja que correspondem a cerca de 90% dos 20 mil acidentes
ofidicos anuais que o Brasil registra (Ministério da Saude, 2001).

A Bothrops jararaca (Fig. 1), conhecida popularmente como jararaca,
possui presas grandes, situadas anteriormente no maxilar superior, amplamente
moveis, e providas de canal central por onde o veneno € conduzido. Possui
aparelho inoculador do tipo solendglifo, no qual as presas sdo moveis,
permanecendo deitadas ao longo do maxilar superior, cobertas por uma bainha,

podendo voltar-se para a frente no momento do bote (Jorge & Ribeiro, 1990).



Essa serpente possui um colorido bastante variavel, apresentando desde tons
castanhos claros até a coloracdo quase preta. E uma serpente bastante agil,
subindo facilmente em arbustos e telhados baixos, e de dieta variada, com a
prevaléncia de sapos, quando jovens, e roedores, na fase adulta (Melgarejo,
2009).

Fig. 1 — Serpente pertencente a espécie Bothrops jararaca (Fonte: Ministério da Saude, 2001).

Esta espécie € a mais comum da Regido Sudeste, habitando desde o sul
da Bahia até o Rio Grande do Sul, sendo a principal causadora de acidentes
nesta area geogréfica (Fig. 2) (Melgarejo, 2009). Habitam zonas rurais e as
periferias das grandes cidades, preferindo ambientes Umidos, como matas e
areas cultivadas, e locais onde haja facilidade para proliferacdo de roedores. Tém
habitos predominantemente noturnos ou crepusculares (Cupo et al.,, 1990;
Ministério da Saude, 2001).

Fig. 2 — Distribuicéo da serpente Bothrops jararaca no Brasil (Fonte: Ministério da Saude, 2001).



1.3— Venenos ofidicos

Os venenos de serpente geralmente sdo compostos por misturas
complexas de componentes organicos, sendo formados por enzimas e
polipeptideos farmacologicamente ativos (lwanaga & Suzuki, 1979; Bjarnason &
Fox, 1988/89); e inorganicos, como Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Co e Zn
(Friederich & Tu, 1971). Os venenos contém mais de 90% do seu peso seco em
proteinas. As fracdes ndo-proteicas, muito inferiores a protéica, sdo formadas por
carboidratos, lipideos, aminas biogénicas, nucleotideos, aminoacidos livres e
metais (Warrel, 1989).

Os venenos podem conter uma mistura das atividades neurotéxica,
cardiotoxica, miolitica, coagulante, anticoagulante, hemostatica e hemorragica
(Chippaux et al., 1991), principalmente para imobilzar e ingerir suas presas, e
também como mecanismo de defesa contra predadores (Mackessy, 1988; Hider
et al., 1991).

A composicdo dos venenos pode variar entre as familias, géneros e
espécies ou até mesmo dentro de uma mesma espécie, devendo ser
consideradas as variacdes individuais como a idade do animal, a sazonalidade,
dieta, habitat, regido geografica e variabilidade genética (Chippaux et al., 1991;
Furtado et al., 1991). Essas variacdes entre os constituintes e a quantidade
destes no veneno podem ter sido influenciados por fatores bioldgicos, geogréaficos
e sazonais, sendo importante para a pesquisa cientifica, além de auxiliar na
elaboracdo de pools de veneno para a producdo de soro antiofidico (Raw et al.,
1991).

1.4— Venenos de serpentes pertencentes ao género Bothrops

Os venenos das serpentes pertencentes ao género Bothrops possuem trés
acoes basicas: inflamatodria aguda, coagulante e hemorragica.

A atividade inflamatéria aguda € causada por um conjunto de fracdes do
veneno, como aminas biogénicas pré-formadas do tipo histamina, fosfolipase A2,
esterases, proteases, calicreinas, cininogenases e lectinas. Essas fracOes

geralmente tém atividade indireta, induzindo a liberacdo de bradicinina,



prostaglandinas, leucotrienos e prostaciclinas que atuam de maneira complexa
(Franca & Mélaque, 2009).

A atividade coagulante decorre da capacidade do veneno botropico em
ativar alguns fatores da coagulacdo sanguinea, resultando no consumo de
fibrinogénio e na formagdo de fibrina intravascular, resultando em
incoagulabilidade sanguinea. As substancias presentes no veneno que
apresentam essa caracteristica sdo capazes de ativar o fibrinogénio, a
protrombina e o fator X (Nahas et al.,1964; Nahas et al., 1979).

J4 a atividade hemorragica ocorre devido a acdo de metaloproteinases
denominadas hemorraginas. Esse componente do veneno apresenta a
capacidade de romper a integridade do endotélio vascular, degradar varios
componentes da matriz extracelular e também é um potente inibidor da agregacao
plaguetaria (Lomonte, 1994), resultando em hemorragia.

Essas trés atividades do veneno podem variar sua intensidade de acordo
com a idade do animal (Furtado, 1987), com a distribuicdo geogréafica das
espécies (Daltry, 1996), e com o carater individual das espécies (Furtado, 1987;
Kamiguti, 1988; Kamiguti & Cardoso, 1989; Kamiguti et al., 1994; Daltry, 1996).

Além das atividades béasicas dos venenos botrépicos (inflamatéria aguda,
coagulante e hemorragica), foram encontradas fracdes especificas para algumas
espécies, como a miotoxina na B.jararacussu, B.moojeni e B.neuwiedi (Homsi-
Bradeburgo et al.,, 1988; Soares et al., 2000; Soares et al., 2000); e a fracao
anticoagulante, inibidora da ativacdo do fator X e da trombina, em B.taeniatus
(Kamiguti et al., 1985).

1.5- Epidemiologia dos acidentes por serpentes

Existem, no mundo, cerca de 3 mil espécies de serpentes, sendo que 410
sdo consideradas peconhentas. A Organizacdo Mundial de Saude calcula que
ocorra no mundo uma taxa de letalidade de 2,3% (Chippaux & Goyffon, 1998).

No Brasil, os acidentes por animais pec¢onhentos constituem um grave
problema de salde desde os mais remotos tempos (Bochner, 2003). A famosa
carta datada de 31 de maio de 1569, escrita por José de Anchieta, em Sao

Vicente, ao seu superior Padre Diego Laynes, em Roma, relata acidentes



causados pelos diversos géneros de serpentes venenosas existentes no Brasil,
como a jararaca, a cascavel e a coral (Cardoso, 2003).

O primeiro estudo epidemiolégico de acidentes ofidicos foi realizado por
Vital Brazil em 1901, quando levantou o numero de O6bitos por picadas de
serpentes peconhentas no Estado de S&o Paulo (Brazil, 1901). Em 14 de agosto
de 1901, Vital Brazil entregou os primeiros tubos de soros anti-pegconhentos para
o consumo (Vaz, 1950), e a partir de entdo passou a distribuir juntamente com as
ampolas de soro, o Boletim para Observacado de Accidente Ophidico, para ser
preenchido com dados referentes ao acidente que levou ao uso deste antiveneno
(Bochner & Struchiner, 2003).

Os acidentes ofidicos sdo considerados um grave problema de saude
publica nos paises tropicais devido a frequéncia com que ocorrem e pelo grande
indice de mortalidade que ocasionam (Pinho, 2001).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (2001), ocorrem entre 19
a 22 mil acidentes ofidicos por ano. Grande parte destes acidentes é devido a
picadas de serpentes pertencentes aos géneros Bothrops (jararaca, jararacugu, e
outros) e Crotalus (cascavel), sendo raros os produzidos por Lachesis (surucucu,
surucutinga) e Micrurus (coral).

Geralmente, quando o género da serpente é informado, Bothrops é
responsavel por 90,5% dos casos, Crotalus por 7,7%, Lachesis por 1,4% e
Mircrurus por 0,4% (Fig. 3). A letalidade geral foi de 0,45%, sendo maior nos

acidentes crotélicos (1,87%) (Ministério da Saude, 2001).
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Fig. 3 — Distribuicao dos acidentes ofidicos segundo o género da serpente pegconhenta (Fonte:
Ministério da Saude, 2001).



A epidemiologia dos acidentes ofidicos se mantém inalterada ao longo dos
altimos 100 anos no Brasil. Assim, os acidentes ocorrem com maior frequéncia no
inicio e no final do ano, em pessoas do sexo masculino, em trabalhadores rurais,
na faixa etaria produtiva de 15 a 49 anos; atingem, sobretudo, os membros
inferiores e a maioria desses acidentes € atribuida ao género Bothrops (Bochner
& Struchiner, 2003). Segundo Azevedo-Marques et al. (1992), 85% das
notificacdes de acidentes ofidicos feitas ao Ministério da Saude, referem-se ao
género Bothrops e somente 10% ao género Crotalus, para as regides norte e
centro do Estado de Sao Paulo.

Hoje em dia, os acidentes por animais pegonhentos continuam a constituir
um sério problema de saulde publica no Brasil, tanto pelo nimero de casos
registrados (em média 20 mil casos de acidentes com serpentes ao ano) quanto
pela gravidade apresentada, podendo conduzir & morte ou a sequelas capazes de
gerar incapacidade temporaria ou definitiva para o trabalho e para as atividades
habituais de lazer (Bochner, 2003).

1.6- Fisiopatologia do envenenamento por Bothrops

O quadro clinico que o acidente por envenenamento botrépico provoca é
caracterizado pela presenca de manifestacdes clinicas locais e sistémicas
(Ministério da Saude, 2001). As manifestacfes clinicas locais predominantes
causadas pelo envenenamento botropico sao: dor, edema, equimose, hemorragia
e necrose que podem levar a amputacdo do membro acometido (Ribeiro & Jorge,
1990; Ministério da Saude, 2001; Pinho, 2001; Castro, 2006). Dentre as
manifestacfes sistémicas, é possivel citar: alteracdo na coagulacdo sanglinea,
sangramento, choque e insuficiéncia renal (Rosenfeld, 1971; Ribeiro & Jorge,
1990; Kamiguti & Sano-Martins, 1995), sendo que esses distarbios sao
proporcionais a quantidade de veneno inoculado e, através deles, € possivel
determinar a gravidade do envenenamento (Filho, 1997). Em gestantes, ha risco
de hemorragia uterina (Rosenfeld, 1971; Cardoso, 1990; Franca & Fan, 1992;
Ministério da Saude, 2001).

Baseado nos critérios fornecidos pelo Ministério da Saude (2001), a

gravidade do envenenamento botrépico pode ser classificada em:



- Leve: edema local discreto ou ausente, podendo haver hemorragia no
local da picada; o tempo de coagulacdo pode estar normal ou alterado.

- Moderado: edema local evidente e hemorragia local ou sistémica; o tempo
de coagulacéo pode estar normal ou alterado.

- Grave: edema local e extensivo para todo o membro acometido,

hemorragia local ou sistémica e tempo de coagulacéo alterado.

Resumidamente, o veneno botropico apresenta trés atividades
fisiopatologicas: proteolitica, hemorragica e coagulante (Amaral et al., 1986; Jorge
& Ribeiro, 1990; Ministério da Saude, 2001). A atividade proteolitica decorre da
acao citotoxica direta nos tecidos por fragdes proteoliticas do veneno (jararagina e
outras metaloproteinases, fosfolipases)(Bonfim et al., 2001; Costa et al., 2002;
Castro, 2006). O veneno de serpentes do género Bothrops pode causar
hemorragia local ou sistémica em nivel dos pulmdes, cérebro e rins (Rosenfeld,
1971; Amaral et al.,, 1987). A acdo vasculotéxica é causada por fatores
hemorragicos denominados hemorraginas. Estas agem sobre vasos capilares,
destruindo inicialmente a membrana basal e causando posteriormente sua ruptura
(Ohsaka, 1979; Ownby, 1982). A atividade coagulante € do tipo trombina. Através
dela, o veneno pode transformar diretamente fibrinogénio em fibrina. A fracdo do
veneno botrépico, que possui acdo coagulante do tipo trombina, ativa a cascata
de coagulacdo de maneira diferente da trombina fisiolégica, ndo sendo
neutralizada pela heparina (Nahas et al., 1964; Nahas et al., 1979).

Ja é bastante conhecido que o veneno botrépico possui a capacidade de
ativar fatores da coagulacdo sanglinea atuando sobre o fibrinogénio, protrombina
(Fator II), Fator X (Nahas et al., 1964; Nahas et al., 1979), Fator VIl e plaquetas
(Kirby et al., 1979; Nishida et al., 1994). Em 1936, pela primeira vez, Von
Klobusitzky & Konig (1936) isolaram uma serinoprotease, com acao tipo trombina,
do veneno da Bothrops jararaca. Essa serinoprotease, similar a trombina, atua
diretamente sobre o fibrinogénio, clivando a regido N-terminal da cadeia Aa do
fibrinogénio (Hessel & Blomback, 1971), liberando fibrinopeptideo A e
transformando o fibrinogénio em fibrina. Dessa forma, o fibrinogénio é consumido,

provocando incoagulabilidade do sangue circulante (Fig. 4).
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Fig. 4 — Cascata da coagulacdo sanglinea onde estdo representadas as vias extrinseca e
intrinseca e a convergéncia das duas vias para a via comum (ativagdo do fator X), formando o
complexo protrombinase (fatores Xa, Va). Os fatores da coagulagdo sangliinea estdo
representados por algarismos romanos e acompanhados da letra a, quando ativados (ZAGO et al.,
2001).

1.7- Acidentes provocados por serpentes, em mulheres gravidas

O acidente provocado por serpentes, em mulheres gravidas, € considerado
um evento raro e as conseqiéncias sobre a vitima ainda sdo pouco conhecidas
(Dunnihoo et al., 1992; Pantanowitz & Guidozzi, 1996; Duru et al., 2008). Na
Africa do Sul, as mulheres gravidas representam 0,4% dos casos de
envenenamento por picadas de serpentes (McNally & Reitz, 1987), enquanto que
na India, elas representam 1% dos casos (Bhat, 1974). Na América do Sul, a
literatura mostra poucos relatos clinicos envolvendo mulheres gravidas
acidentadas por serpentes. Entretanto, na maioria desses acidentes, as serpentes
envolvidas eram pertencentes ao género Bothrops (Zugaib et al., 1985; Otero et
al., 1992; 2002) e esses acidentes foram capazes de provocar aborto no inicio da
gravidez (Otero et al., 1992) e descolamento da placenta, nas fases mais tardias
da gestacao (Zugaib et al., 1985; Otero et al., 2002). Especificamente no Brasil, a

literatura mostra alguns poucos relatos onde mulheres gravidas foram



acidentadas por serpentes. Pardal et al. (1997) fizeram um levantamento do
namero de acidentados por serpentes de janeiro de 1989 a maio de 1994, que
foram atendidos em um Hospital Universitario, na cidade de Belém (PA). Dentre
esses acidentados (157), 8 eram mulheres gravidas, sendo que 6 delas estavam
no primeiro trimestre da gravidez e 2, no segundo trimestre. Dessas pacientes, 3
tiveram complicagcfes obstétricas e apenas uma, com 20 semanas de gestacao,
apresentou manifestacées severas que culminaram com a morte fetal. Em todos
estes relatos, os autores nao fizeram referéncia as espécies de serpentes
envolvidas nos acidentes. Envolvendo especificamente a serpente Bothrops
jararaca, a literatura apresenta apenas um caso, no qual a acidentada se
encontrava na 32° semana de gestacéao, foi submetida a soroterapia apos 6 horas
do acidente, entretanto houve descolamento da placenta e, consequentemente,
morte fetal (Zugaib et al., 1985). Esses relatos mostram que, apesar da baixa
frequéncia dos acidentes entre essas mulheres, existem mortes fetais, indicando
que estes acidentes tém importancia médica relevante (Seneviratne et al., 2002;
Langley, 2010).

Nos casos onde mulheres gravidas séo acidentadas por serpentes, Parrish
& Khan (1966) afirmaram que as consequéncias sobre a gravidez sao
determinadas pela gravidade do envenenamento, pelo intervalo antes do
tratamento e o periodo da gestacdo em que a vitima se encontra. ldentificar o
animal causador do acidente € um procedimento importante, pois facilita a
dispensa de pacientes picados por serpentes ndo peconhentas, viabiliza o
reconhecimento das espécies de importancia médica da regido e auxilia na
indicacdo mais precisa do antiveneno a ser administrado (Ministério da Saude,
2001). E importante também salientar, que as caracteristicas particulares do
veneno das diferentes espécies de serpentes, também devem interferir no
desfecho da gestacdo. Assim, nos envenenamentos onde ocorre o consumo de
fibrinogénio, como no acidente botropico (Kamiguti et al., 1986; Maruyama et al.,
1990; Kamiguti et al., 1992; Cardoso et al., 1993), pode ocorrer aborto (Zugaib et
al., 1985; Otero et al., 1992; 2002), pois o fibrinogénio tem um papel critico na
manutenc¢ao da gravidez (Inamoto & Terao, 1985; Kobayashi et al., 1996; Inbal &
Muszbek, 2003).



O efeito do envenenamento ofidico sobre o feto é determinado pelo periodo
de desenvolvimento em que este se encontra. Os relatos clinicos mostram que
acidentes no inicio da gravidez levam a um prognostico desfavoravel para o feto
(Parrish & Khan, 1966; Malz, 1967; Dunnihoo et al., 1992; Langley, 2010),
especialmente quando ha um envenenamento sistémico no primeiro trimestre
(Seneviratne et al., 2002). Em muitos casos em que a mulher sofre aborto logo
apos o acidente, foi sugerido que alguns mecanismos tais como andxia associada
ao choque apds o envenenamento, sangramento da placenta e parede uterina, e
contracdo uterina, seriam responsaveis pelo aborto (Parrish & Khan, 1966;
Langley, 2010). Seneviratne et al. (2002) relataram que aproximadamente 30%
das maes que foram picadas por serpentes, tiveram um aborto espontaneo.
James (1985) relatou efeitos adversos no feto mesmo na auséncia de sinais de
envenenamento sistémico na mae. Entretanto, ndo se sabe ao certo se 0 veneno
atua de forma direta ou indireta sobre o feto; os efeitos diretos podem ser
atribuidos ao veneno que afeta os receptores cito-adesivos, como as integrinas,
expressas na superficie celular, que sdo necessarias para a interacdo célula-
célula, sinalizacdo e adesao celular, todos necessarios para o desenvolvimento
normal embrionério e fetal (Pantanowitz & Guidozzi, 1996).

Seneviratne et al. (2002) descreveram um caso clinico de picada de
serpente em mulher gravida, que resultou em malformacdes no feto, como
hidrocefalia e polidactilia. Malz (1967) relatou outro caso no qual uma crianca
nasceu com malforma¢des multiplas devido ao acidente provocado por serpente e

morreu poucos dias depois do nascimento.

1.8—- Envenenamento ofidico experimental, em animais prenhes

A administragdo de veneno ofidico, experimentalmente em diferentes
animais, causa frequentemente aborto ou reabsorcao fetal, no inicio da prenhez
(Penn et al.,, 1971; Clavert & Gabriel Robez, 1974; Mohamed & Nawar, 1975;
Bauab et al., 1997; Spadacci-Morena et al., 2006). Mohamed e cols. (1974)
observaram que, apds envenenamento experimental por Naja nigricolis em
camundongos prenhes em diferentes estagios da gestacdo, o veneno também

pareceu ser mais deletério no inicio da prenhez.



Por outro lado, no final da prenhez, o envenenamento pode antecipar o
parto, dando origem a natimortos e a animais com pouco tempo de sobrevida
(Bauab et al.,, 1997). Nesta fase, o envenenamento ainda pode causar efeitos
teratogénicos importantes tais como anomalias esqueléticas, da face, cérebro e
coracdo, além de fenda palatal (Clavert & Gabriel-Robez, 1974; Mohamed &
Nawar, 1975; Simdes et al. 2008), comprometer o crescimento (Penn et al., 1971,
Ahmed et al., 1974) ou mesmo provocar alteracbes nos diversos tecidos do feto
(Ahmed et al., 1974; Mohamed et al., 1974; Nawar, 1980; El Hassy et al., 1987).

Corroborando para estes estudos, recentemente, Spadacci-Morena et al.
(2006) mostraram que o veneno da Bothrops jararaca, quando administrado a
camundongos no 8° dia de prenhez (rolha = dia 1) desencadeou, apés 24h,
diminuicdo na concentracdo plasmatica de fibrinogénio e reabsorcdo total ou
parcial de fetos. Entretanto, entre aqueles animais nos quais ficou constatada que
a gestacéo nao foi interrompida pela acdo do veneno, havia alguns animais que
apresentavam no utero, mais especificamente na interface materno-fetal, células
deciduais e trofoblasticas em processo de necrose e focos hemorragicos com
células tipicas de processo inflamatério, que possivelmente poderiam
comprometer o desenvolvimento geral do feto. Quando estes animais foram
levados a pré-termo (19° dia de prenhez), Spadacci-Morena (2005) observou que
0 veneno de Bothrops jararaca nao foi capaz de provocar malformacéo externa ou
esquelética nos fetos. Porém, quando comparados aos animais que nao
receberam o veneno, foram observados, dentro da mesma ninhada, animais
menores ao lado de outros com tamanho equivalente para o periodo de
desenvolvimento analisado. Entretanto, tanto no grupo que recebeu o veneno,
como naguele que nédo recebeu, os centros de ossificacdo estavam presentes e

completos.

2 - Soroterapia

O temor e a curiosidade sobre o envenenamento ofidico e a necessidade

de um tratamento para este, € bastante antiga no mundo. No Brasil, durante o



periodo colonial, o ofidismo era responsavel por um grande numero de Obitos,
sendo uma das grandes pragas existentes na época (Wen, 2009). Nesse periodo,
0 tratamento para esses envenenamentos, era constituido por receitas caseiras,
como o uso de ervas, rituais e manipulacdes utilizadas pela populacéo para tentar
neutralizar os efeitos do veneno (Santos-Filho, 1991).

Com o desenvolvimento da Microbiologia e Imunologia, entre os séculos
XIX e XX, descobriu-se que utilizando os proprios organismos infectados, poderia
se obter um alto grau de resisténcia aos agentes bioldgicos de certas doencas
(Camargo, 1984; Wen, 2009). Além disso, foi observado que o sangue dos
animais imunizados continha anticorpos, que além de destruir o organismo
invasor, também apresentavam poder profilatico, quando injetado no individuo
doente (Wen, 2009). Essas observacfes foram validas também para casos de
envenenamento ofidico, onde um animal poderia ser protegido contra o
envenenamento, se recebesse o0 soro de outros animais que haviam sido
previamente imunizados com o veneno (Calmette, 1894; Phisalix & Bertrand,
1894).

A descoberta da soroterapia ocorreu em 1894, na Francga, por dois grupos
de pesquisadores e institutos de pesquisa parisienses. De um lado Césaire
Auguste Phisalix e Gabriel Bertrand, do Museu Nacional de Historia Natural, e do
outro, Albert Calmette, do Instituto Pasteur (Bochner, 2003), sendo este ultimo, o
primeiro a utilizar antiveneno no tratamento de pacientes picados por serpentes
(Wen, 2009).

A producao de soro antiofidico no Brasil comegou em 1901, mesma época
em que Vital Brazil puiblicou o “"Boletim para Observacao de Acidente Ophidico™,
gue era sempre enviado juntamente com as ampolas de soro, para serem
preenchidos nos casos de acidentes ofidicos e, posteriormente, tratados com o
antiveneno. Atualmente, as analises epidemiolégicas ainda sdo baseadas nas
variaveis descritas neste boletim, como o sexo e a idade da vitima, local da
picada, género da serpente e evolu¢cdo do envenenamento (Bochner, 2003).

Assim, a introducéo da soroterapia no tratamento de acidentes por picadas
de serpentes foi principalmente devida aos cientistas Albert Calmette e Vital Brazil
(Vital Brazil, 1987).



A discusséo sobre a especificidade dos soros deixou o Brasil em evidéncia,
pois por um lado, Albert Calmette atribuia ao soro uma eficacia ndo especifica,
afirmando que este protegia o individuo contra todos os tipos de veneno. Por
outro lado, Vital Brazil atribuia uma especificidade dos soros antiofidicos, de
acordo com a serpente utilizada para sua producédo (Vital Brazil, 1987; Bochner,
2003).

Apesar da tradicdo do Brasil na producdo de soro antiofidico, somente em
junho de 1986, devido a ocorréncia da crise na producdo de soro no pais, que
culminou com a morte de uma crianga, foi implantado o Programa Nacional de
Ofidismo. Assim, os acidentes ofidicos passariam a ser de notificacdo obrigatoria
no pais (Cardoso et al., 1993).

A soroterapia € o tratamento especifico mais efetivo na neutralizacdo da
acao sistémica de toxinas presentes no veneno de serpente e o tempo decorrido
entre o acidente e a administragdo do soro é um fator importante para um
prognéstico favoravel do acidente (Warrell, 1996; Ministério da Saude, 2001). No
caso de picadas de viperideos, o antiveneno deve ter a habilidade de reverter a
coagulopatia, hemorragia, choque hipotensivo, e outros sinais de envenenamento
sistémico induzidos pelo veneno (Calvete, 2010).

Os antivenenos utilizados atualmente para o0 tratamento de
envenenamentos por animais venenosos sado anticorpos policlonais produzidos
em cavalos, apds imunizacao especifica, seguido por fracionamento do plasma
sanguineo, tratado com pepsina, com sulfato de aménio (Raw et al., 1991).

Os antivenenos podem ser monovalentes, produzidos pela imunizagéo de
um animal com um veneno de serpente, e contém anticorpos especificos contra
aguele veneno particular (Viravan et al.,, 1986), ou polivalentes, que contém
anticorpos especificos capazes de neutralizar os venenos usados na imunizacao
(Raweerith & Ratanabanangkoon, 2005).

Segundo estudos realizados por Raweerith & Ratanabanangkoon (2005),
0s antivenenos polivalentes podem ser preparados com poténcia semelhante ou
comparavel aos dos antivenenos monovalentes. Além disso, as reagdes adversas
causadas pelos dois tipos de antivenenos podem ser similares, ja que o conteudo
de proteinas no soro é semelhante e pode ser reduzido por bons processos de

fabricacgéo.



Kocholaty et al. (1968) testaram, experimentalmente, diferentes vias de
administracdo demonstrando que as vias intravenosa e intraperitoneal
propiciavam procedimentos adequados e reprodutiveis para o doseamento de
antivenenos. Observaram, inclusive, que a via de inoculacédo teria importancia
decisiva na demonstracéo do efeito protetor na interacado veneno-antiveneno, que
por sua vez variaria de acordo com o tipo de veneno. De acordo com o Ministério
da Saude (2001), o tratamento especifico dos pacientes acidentados por
serpentes do género Bothrops consiste na administragdo, 0 mais precocemente
possivel, do antiveneno botrdpico, por via endovenosa, pois, segundo Rosenfeld
(1971), é preciso que o0 veneno seja neutralizado pelo antiveneno antes que tenha
tempo de provocar lesdes nas células e tecidos. Na falta deste, administra-se o
antiveneno antibotrépico-crotalico ou antibotropico-laquético, todos eles soros
heterdlogos, em ambiente hospitalar (Ministério da Saude, 2001). A administracao
do soro por via endovenosa € a que propicia a neutralizagdo do veneno em menor
tempo, ou seja, maior velocidade de distribuicdo e biodisponibilidade do
antiveneno (Wen, 2009).

E importante que se conheca o género a que pertence a serpente, para
gue se possa tomar medidas terapéuticas fundamentais em caso de acidente,
visto que as manifestacfes apresentadas pelo acidentado séo caracteristicas de
cada género, com relativamente poucas diferencas entre as espécies (Jorge &
Ribeiro, 1990). Os soros heterélogos sao concentracdes de imunoglobulinas
obtidos através da sensibilizacdo de véarios animais, sendo os mais utilizados os
de origem equina. Porém, devido ao alto custo da producédo de antivenenos em
cavalos para alguns paises, esta sendo testado um modelo animal alternativo,
como cabras e ovelhas, para a producdo de antiveneno seguro e com custo mais
baixo (Araujo et al., 2010). No Brasil, os soros heterdlogos sdo produzidos em
apresentacao liquida, ampolada, devendo ser conservados em geladeira, em
temperatura de 2 a 8°C, com validade, em geral, de dois a trés anos. A dose
utilizada deve ser a mesma para adultos e criangas, visto que 0 objetivo do
tratamento € neutralizar a maior quantidade possivel de veneno inoculado,
independentemente do peso do paciente. A sua aplicacdo deve ser
preferencialmente realizada em postos de atendimento médico, e a dose total do

soro deve ser infundida entre 20 e 30 minutos, sob estrita vigilancia médica e de



enfermagem. O paciente deve ser mantido sob vigilancia rigorosa durante e, no
minimo, por duas horas ap6s a infusdo do soro, pois neste periodo h&d maior
possibilidade de aparecimento de reacdes precoces adversas ao soro. E
recomendavel que o paciente, ap0s a soroterapia, permaneca em observagcao por
24 horas, para deteccdo de outras possiveis reacdes (Cupo et al., 1991; Ministério
da Saude, 2001).

A quantidade de antiveneno administrada depende da gravidade do
acidente, e deve ser suficiente para neutralizar o veneno e reverter qualquer sinal
e sintoma de envenenamento (Pantanowitz & Guidozzi, 1996). Otero-Patifio et al.
(1998) sugerem que a dose de antiveneno deve ser baseada: (1) na quantidade
maxima de veneno no tecido da vitima; (2) na observacao clinica que essas
doses poderiam prevenir ou melhorar o dano tecidual local; e (3) nos resultados
de estudos experimentais em animais sobre a neutralizacdo de efeitos letais do
veneno. Preconiza-se a administracao de 2 a 4 ampolas de soro nos casos leves,
4 a 8 ampolas nos casos moderados e 12 ampolas nos pacientes graves. O
tratamento geral consiste em medidas de suporte para tratamento das alteracdes
locais, como: limpar o local da picada com agua e sabdo, manter elevado e
estendido o segmento picado, administracdo de analgésicos para aliviar a dor,
hidratacdo e antibioticoterapia, no caso de infeccdo. Especificamente nos
acidentes envolvendo serpentes pertencentes ao género Bothrops, a utilizagdo do
antiveneno botropico, quando administrado logo apds o acidente, € eficaz na
neutralizacdo dos efeitos sistémicos, porém sua utilizacdo ndo previne totalmente
a ocorréncia de complicacfes locais, tais como edema, mionecrose e ocorréncia
de areas hemorragicas, mesmo quando a terapia € iniciada rapidamente apds o
acidente (Eichbaun, 1947; Rosenfeld, 1971; Gutiérrez et al., 1981; 1986b;
Cardoso et al., 1993; Domingos et al.,, 1994; Jorge et al., 1995). Segundo
Rosenfeld (1971), o soro neutraliza seguramente 0 veneno, porém nao regenera
as células e tecidos lesados; ele previne as lesdes, porém ndo as cura.

A pobre protecdo do soro antibotrépico nas agbes locais do veneno de
Bothrops jararaca foi sugerida resultar de: (1) falta de anticorpos contra toxinas de
baixo peso molecular que agem localmente, do antiveneno equino; (2) uma

incapacidade do antiveneno de neutralizar os efeitos de substancias endégenas



liberadas localmente pelo veneno; e (3) inabilidade dos anticorpos do antiveneno
de Bothrops jararaca alcancarem a area afetada (Gutiérrez et al., 1998).

NoOs envenenamentos por serpentes cujo veneno apresenta algum tipo de
atividade coagulante (Ex: Bothrops jararaca), o distarbio da coagulagdo é utilizado
como parametro para avaliacao da eficicia da soroterapia (Wen, 2009). No Brasil,
é indicado que a recuperacao dos parametros da coagulagdo deva ocorrer em até
24h apdés a soroterapia. Se, apOs esse periodo, persistir a completa
incoagulabilidade sanguinea, recomenda-se o emprego de dose adicional de
antiveneno, sendo, em geral, igual ou menor aquela administrada inicialmente
(Wen, 2009).

Devido a soroterapia heterdloga, tanto a reacdo anafilatica quanto a
anafilactéide podem ocorrer igualmente, porém algumas evidéncias sugerem que
a maioria das reac6es adversas ao antiveneno seja de natureza anafilactéide. A
expressao ‘reacao anafilactdide” € utilizada para descrever um quadro
clinicamente indistinguivel da reacdo anafilatica, porém a primeira ndo requer
exposicao prévia a substancia alergénica e envolve outros mediadores que ndo a
histamina, sendo provavelmente devido a ativacdo do sistema complemento
(Wen, 2009).

Antigamente, eram frequentes as reacOes adversas provocadas pelos
antivenenos no Brasil, provavelmente devido ao rudimentar processo de
purificacdo do antiveneno que, na sua forma final, estaria contaminado com a
albumina presente no soro equino (Wen, 2009).

As reacdes precoces podem ocorrer em individuos previamente
sensibilizados ou néo. Trata-se de um evento ndo previsivel e cujo controle
depende da deteccdo precoce da manifestacdo alérgica e de drogas para o
tratamento imediato das reacfes (Dart & McNally, 2001; Wen, 2009). Para Caron
et al. (2009), essas reacoes poderiam ser tratadas pela interrup¢éo da infuséo do
antiveneno e a imediata administragdo de adrenalina, esterdides, e anti-
histaminico e, uma vez tratada a reacdo, o tratamento com o0 antiveneno seria
restabelecido.

As reac0Oes tardias sdo bem menos frequentes que as reacdes precoces,
sendo comumente denominada como doenca do soro (Wen, 2009). Esta é uma

sindrome clinica que envolve febre, erupgfes cutaneas difusas, urticaria intensa,



artralgia (dor nas articula¢des), hematuria, e sintomas inespecificos que persistem
por muitos dias (Dart & McNally, 2001).

Atualmente, os antivenenos consistem de imunoglobulinas purificadas ou
fragmentos de anticorpos F(ab”), e Fab. Assim, a incidéncia e a severidade das

reacfes adversas associadas a administracdo do antiveneno heterélogo,

reduziram drasticamente (Gutiérrez et al., 2009).

2.1- Soroterapia em mulheres gravidas

Na literatura, os relatos clinicos sdo muito limitados, quando se trata de
mulheres gravidas que foram submetidas ao tratamento com soro antiofidico
(Duru et al., 2008). Assim como nos demais casos envolvendo acidente ofidico, o
tratamento aplicado nessas mulheres deve ser o mesmo, sendo este tratamento a
melhor chance de sobrevivéncia tanto da mae como do feto (Nasu et al., 2004).
Entretanto, tanto a reacdo anafilactéide, que é uma complicacdo ja conhecida da
soroterapia, assim como seu tratamento com adrenalina, pode comprometer a
circulacao placentaria (Entman & Moise, 1984; Dunnihoo et al., 1992).

De acordo com James (1985) e McNally & Reitz (1987), em mulheres
gravidas, pequenas quantidades de veneno ofidico, insuficientes para provocar
sinais de envenenamento materno, podem atravessar a placenta e causar danos
ao feto. Nesses casos, James (1985) sugere que seja feita a soroterapia, mesmo
gque a mae nao apresente sinais de envenenamento. Entretanto, apesar de
Parrish & Khan (1966) terem afirmado que o uso do soro antiofidico na gestacéo
raramente provoca aborto, Entman & Moise (1984) relataram um caso de morte
fetal em decorréncia de reacdes adversas na mae que foi submetida a
soroterapia. Nesse caso, uma mulher de 32 anos, gravida de 28 semanas foi
picada por um viperideo (copperhead). No hospital, a paciente recebeu o
antiveneno, 1 hora apos a picada. Logo apdés a soroterapia, a paciente teve
reacOes adversas e foi tratada com epinefrina. Seis semanas apdés o tratamento, a
paciente deu a luz a um bebé que morreu 4 dias apos o parto.

Duru et al. (2008) relataram um caso de recuperagcdo completa do
envenenamento, devido ao uso de soro antiofidico. Uma mulher de 27 anos e

com 28 semanas de gestacao foi picada no dorso da méo esquerda pela serpente



Vipera lebetina obtusa. O antiveneno anti-viperidico foi aplicado 4 horas apés o
acidente, e essa mulher deu a luz a uma crianga saudavel, a termo.

Lin et al. (2010) relataram um caso de uma paciente de 21 anos, gravida de
24 semanas, que foi picada por uma serpente. Essa paciente foi levada a
emergéncia meédica, apos 8 horas do acidente, porém o tratamento com soro
(aplicado 10 horas apos a picada) foi retardado devido a incerteza sobre qual
espécie de serpente se tratava o acidente. Entretanto, o quadro clinico que ela
desenvolveu foi determinante para que ela fosse tratada com doses repetidas de
antiveneno contra veneno de Naja naja atra. A paciente e o feto sobreviveram.

Habib et al. (2008) relataram um caso de uma mulher de 17 anos, gravida
de 6 meses, que foi picada pela serpente africana Echis occelatus, e hospitalizada
6 dias apds o acidente. Ela ndo fez torniquete, mas havia incisées no local da
picada. No dia da internacdo, a paciente estava fraca e muito palida, e a perna
que foi acidentada, estava muito inchada. A paciente foi tratada com a lenta
infusdo endovenosa do antiveneno monoespecifico EchiTab IgG E.occelatus. A
paciente se recuperou do envenenamento e deu a luz a uma crianca saudavel.

J& Lurie & Bentur (2009) relataram um caso de uma mulher de 46 anos,
gravida de 14 semanas, admitida ao hospital 4 horas ap0s ter sido picada no pé
direito, pela serpente V.palestinae. A paciente foi tratada com antiveneno
administrado por via endovenosa, durante 2 horas. Oito dias ap6s o tratamento, a
paciente apresentou sintomas da doenca do soro. Ela foi tratada com predisona
por 5 dias, curando os sintomas. A gravidez foi a termo, e nasceu uma menina
saudavel.

Esses relatos acima mostram que fatores como tratamento tardio, fases
iniciais de gestacdo, e envenenamento severo, Sdo riscos de um progndstico

desfavoravel para a gravidez (Nasu et al., 2004).

2.2— Soroterapia experimental, em animais

Experimentalmente, em ratos machos, Batellino et al. (2003) demonstraram
gue o soro antibotropico, administrado por via endovenosa, reverteu a maioria dos
efeitos e disturbios sistémicos causados pelo veneno da serpente Bothrops

jararaca, administrado na rede da microcirulagdo, como a coagulacéo intensa,



lesbes hemorragicas e reacgfes inflamatérias. Vale ressaltar que o soro nao
conseguiu reverter os sintomas locais, mesmo quando foi administrado antes da
aplicacado do veneno, mostrando, dessa forma, uma deficiéncia e um atraso nas
interagfes veneno de B.jararaca/soro antibotropico e também uma dificuldade do
antiveneno em atingir a area afetada.

A fim de pesquisar os principais isotipos presentes no soro antibotrépico
fornecido pelo Instituto Butantan, Fernandes et al. (2000) isolaram o isotipo IgG(T)
para avaliar sua capacidade neutralizante, em camundongos. Os resultados
mostraram que o IgG(T) é o principal isotipo responsavel pela neutralizacdo da
letalidade e de outras atividades do veneno, sugerindo entdo, a possibilidade de
utilizar esse isotipo no tratamento de pacientes acidentados por picadas de
serpentes do género Bothrops. Foi observada também a capacidade do isotipo
IgG(T) de restabelecer o fibrinogénio plasmético, mesmo quando injetado apés 4
horas do envenenamento, mostrando, dessa forma, a capacidade do IgG(T) em
restabelecer os niveis de fibrinogénio plasmatico, semelhante ao soro
antibotrépico convencional.

Chaves et al. (2003), testaram a via intramuscular de administracdo do
antiveneno, em locais onde o acesso aos centros médicos é limitado, ja que essa
€ uma alternativa de tratamento rapido para os casos de envenenamento. Assim,
os camundongos foram envenenados por veneno de Bothrops asper, e tratados
imediatamente com a fracdo Fab do antiveneno, por via intramuscular (i.m.). Os
autores chegaram a conclusdo de que a via i.m. ndo é eficaz em neutralizar a
letalidade e a toxicidade local, porém, a administracdo da fracdo Fab do
antiveneno foi eficaz em neutralizar a acéo desfibrinante, e parcialmente eficaz na
neutralizacdo da hemorragia local e mionecrose, quando administrado no local do

envenenamento, logo apos a injecao do veneno.

2.3— Considerac0des gerais a respeito da producéo de soros

O correto uso dos antivenenos constitui, juntamente com um sistema de
distribuicdo adequado, um componente essencial no controle total dos acidentes
por serpentes (WHO, 2007). Segundo Gutiérrez et al. (2007), ha a necessidade

de desenvolver guias internacionais de producdo de antivenenos, além de um



programa regional permanente para profissionais e técnicos que trabalham em
laboratorios publicos que produzem antiveneno. Assim, em 2008 foi aprovado o
guia para producéo, controle e regulacdo de imunoglobulinas do veneno de
serpentes, pelo Comité de Padronizacdo Biologica da OMS. Esse guia representa
um passo significativo no avanco de esforcos globais para aumentar a quantidade
e a qualidade dos antivenenos, j4 que eles fornecem uma informacédo detalhada
dos passos recomendados para a producédo e controle dos antivenenos (Gutiérrez
et al., 2010).

Os antivenenos séo produzidos por muitos fabricantes, que inclui
laboratérios pertencendo predominantemente a instituicdes publicas, e outros
privados (Gutiérrez et al., 2007). Alguns paises e sub-regifes da América Latina
sdo auto-suficientes em termos de suprimento de antivenenos, enquanto outros
nao sao (Gutiérrez et al., 2009).

Atualmente, sdo poucas as companhias interessadas na producéo de
antivenenos de serpentes (Theakston et al., 2003; Visser et al., 2004). Na
América Latina, a producéo € realizada essencialmente por instituices publicas
(Jadhav & Kapre, 1991; Raw et al., 1991; Chippaux & Goyffon, 1998), sendo que
sua capacidade é limitada para os requerimentos dos paises com pouco superavit
(Morais & Massaldi, 2006). Dois dos principais produtores sao o Instituto
Butantan, no Brasil, e o Instituto Clodomiro Picado, na Costa Rica (Fernandes et
al., 2000); o primeiro produz um antiveneno botrépico através da imunizagéo de
cavalos com venenos de cinco espécies de Bothrops sp predominantes no
sudeste do Brasil (Raw et al.,, 1991), enquanto que o segundo produz um
antiveneno polivalente com uma mistura de imunizacdo contendo venenos de
Bothrops asper, Crotalus durissus durissus e Lachesis muta stenophrys (Bolafios
& Cerdas, 1980).

3 -—Biologia da Reproducao em roedores

3.1- Periodo de Pré-Implantacéo

No periodo de pré-implantacdo, o qual ocorre entre 0 2° e o0 4° dias de

prenhez (dp) em roedores, sdo notadas modificagbes celulares, vasculares e na



matriz extracelular do estroma endometrial, provavelmente em preparacdo para
receber o embrido (Martin & Finn, 1968; Zorn et al., 1986b).

Neste periodo, é observada uma onda de proliferacdo de fibroblastos,
precedido por uma onda similar de proliferacdo de células endoteliais. Essa
proliferacdo esté sob estrito controle hormonal. A fim de submeterem-se a diviséo,
as células do estroma endometrial devem ser expostas a uma sequéncia precisa
de hormobnios constituidos de estrogeno, secretado durante o proestro,
progesterona, e novamente estrégeno (Finn, 1977). No 1°dp (presenca da rolha
vaginal) do camundongo, as células epiteliais uterinas sofrem proliferacdo sob
influéncia da secrecdo do estrogeno pré-ovulatério ovariano e essa proliferacéo,
de certa forma, continua até o 2°dp. Do 3°dp em diante, com o aumento dos
niveis de progesterona secretados pelo recém formado corpo lGteo, inicia-se a
proliferacdo das células estromais que € intensificada no 4°dp. Esses efeitos
coordenados de estrégeno e progesterona resultam na cessacdo da proliferacdo
celular do epitélio uterino, iniciando a diferenciacdo. Essa onda de proliferacao
aumenta a populacdo de fibroblastos capazes de submeterem-se a
decidualizacdo (Abrahamsohn & Zorn, 1993).

No 2°dp, sdo frequentemente encontrados fibroblastos que possuem
vacuolos citoplasmaticos contendo fibrilas coldgenas (Zorn et al., 1986b). Esses
vacuolos séo fosfatase acida positivos, indicando que o colageno foi fagocitado e
digerido (Zorn et al., 1989). A fagocitose de colageno parece ter importancia no
remodelamento da matriz extracelular endometrial que sofre modificagcbes
adicionais durante a decidualizacado (Abrahamsohn & Zorn, 1993). Ainda no 2°dp,
0 espaco intercelular é reduzido, quando comparado com o endométrio virgem, e
os fibroblastos do estroma endometrial estdo comprometidos com a fagocitose
das fibrilas colagenas (Zorn et al., 1986b).

No 3° e 4°dp é comum ver células endoteliais se dividindo em capilares do
estroma endometrial de camundongos (Lunam & Rogers, 1981). Com isso, foi
observado um aumento da permeabilidade de vasos nestes animais (Finn &
McLaren, 1967). A ocorréncia de tal aumento da permeabilidade vascular
endometrial, em uma variedade de espécies de roedores, sugere que isto pode
ser de importancia geral no estabelecimento da prenhez (Abrahamsohn & Zorn,
1993).



No 4°dp, usando picrosirius para corar fibrilas colagenas, Martello &
Abrahamsohn (1986) notaram uma diminuicdo no numero de fibrilas colagenas,
especialmente no estroma endometrial sub-epitelial de camundongos. Essas
observacdes indicam que a composi¢cao da matriz do endométrio varia durante a
prenhez (Abrahamsohn & Zorn, 1993). E importante notar que o remodelamento
da matriz extracelular precede a implantacdo do blastocisto. Isso indica que a
matriz, além do seu papel em promover suporte mecanico durante a
embriogénese, € também importante para as mudancas uterinas necessarias para
propiciar um ambiente receptivo para o embrido. A diminuicdo do conteudo de
fibrilas colagenas pode facilitar a transformacgéo de células estromais em células
deciduais e o desenvolvimento de vasos sanguineos deciduais (Fainstat, 1963).

Juntamente com as fibrilas colagenas, os componentes do sistema elastico
do estroma endometrial também sdo afetados durante o periodo de pré-
implantacdo em camundongos. No uUtero de animais virgens, e de animais
prenhes acima do 4°dp, os 3 componentes do sistema elastico (fibras oxitalanicas,
elauninicas e fibras elasticas maduras) estdo presentes no endométrio. As fibras
oxitalanicas sdo abundantes na regido sub-epitelial do endométrio. As fibras
elauninicas estdo situadas mais profundamente no endométrio e as fibrilas
elasticas sdo encontradas préximas ao miométrio. No 5°dp, entretanto, ndo sao
mais observadas essas fibrilas entre as células deciduais maduras, apesar de
continuarem presentes em locais mais distantes do local da implantacéo, ou seja,
ao redor das células pré-deciduais e no estroma ndo decidualizado (Abrahamsohn
& Zorn, 1993).

3.2— Implantagéo

A implantagdo do blastocisto no endométrio € um evento altamente
coordenado, dependente do programa embribnico intrinseco em conjunto com
sinais extrinsecos do Utero receptivo. O blastocisto é preparado para avancar no
desenvolvimento somente apOs receber 0s sinais externos necessarios, mais
provavelmente do utero (Armant et al., 2000).

Assim, o0 processo de implantacdo comeca com o0s blastocistos sendo

transportados da tuba uterina para a cavidade do utero, onde, geralmente, ficam



por um curto periodo de tempo. Isso dura por volta de 24-48h, durante os quais 0s
blastocistos séo distribuidos ao longo dos cornos uterinos e passam a se orientar
em relacdo ao Uutero. Essa distribuicido € provocada pelos movimentos do
miométrio (Boving, 1971). Antes de sua fixacao inicial ao epitélio luminal, os
blastocistos se posicionam préximos as criptas, do lado antimesometrial, ou seja,
a implantacdo inicia-se na parede uterina oposta a insercdo do mesométrio
(Mossman, 1937; Abrahamsohn & Zorn, 1993).

Durante a prenhez, a presenca de um blastocisto ativo no Utero € o
estimulo para a implantacdo (Tranguch et al., 2005). O Utero esta pronto para
aceitar o embrido implantado somente durante um periodo limitado de tempo
chamado ““janela de implantacdo™. Fora desse tempo, o endométrio pode ser
indiferente ou até mesmo hostil para o embrido. Ja estd bem estabelecido que a
concentracdo de estrégeno determina a duracdo da janela de receptividade. O
Utero sO pode ser receptivo a implantacdo do blastocisto se for exposto a uma
pequena quantidade de estrégeno antes de 24-48h do inicio da progesterona (Lea
& Clark, 1991; Tranguch et al., 2005).

O processo de implantacdo é dividido em 3 fases: aposicao, fixacdo

(adesao) e penetracao (invasao).

e Aposicao

A aposicdo é identificada como a adesdo instavel do blastocisto a
superficie endometrial. Durante esse estagio, o trofoblasto fica justaposto ao
epitélio uterino (Tabibzadeh & Babaknia. 1995; Dey et al., 2004; Red-Horse et al.,
2004; Makrigiannakis & Minas, 2007).

E durante o estagio de aposicdo da implantacdo que a primeira interacio
estrutural ocorre entre células maternas e embrionarias. A aposicdo €
caracterizada pelo aumento do contato entre as microvilosidades da superficie
das células trofoblasticas e das epiteliais uterina, levando a suas interdigitagfes
(Abrahamsohn & Zorn, 1993).

e Fixacao (adeséo)
A fase de aposicdo € seguida por uma adesao estavel ou fase de fixacao.

O contato entre o embrifdio e a superficie do epitélio uterino aumenta
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gradualmente no comeco da implantacdo e é causado, provavelmente, pela
combinacdo da dilatacdo do blastocisto e o fechamento do limen uterino. A
dilatacédo do blastocisto é devida principalmente ao transporte ativo de eletrélitos e
agua no blastocele (Borland & Tasca, 1974). Acredita-se que a sinalizacao
paracrina local entre o0 embrido e o endométrio ocorra para tornar a fixagdo mais
forte.

O primeiro sinal notavel para o inicio da implantacdo é o aumento
localizado da permeabilidade vascular estromal no local da fixacdo do blastocisto
(Sharkey & Smith, 2003). A reacdo de fixacdo ocorre na noite do 4°dp em
camundongos (1° dia — rolha vaginal), o qual resulta de uma intima aposicdo do
trofoectoderma do blastocisto com o epitélio luminal (Psychoyos, 1973; Schlafke &
Enders, 1975; Enders, 1976; Das et al., 1994). Nesse estagio, complexos
juncionais, incluindo juncbes oclusivas, se desenvolvem entre as células
trofoblésticas, a fim de estabelecer uma barreira fisica entre o meio interno e
externo do blastocisto (Ducibella et al., 1975; Magnuson et al., 1978).

O lumen uterino também desaparece nesse estagio da prenhez em regides
que contém os embrides. Esse fechamento é provocado pela progesterona (Finn,
1977) e provavelmente resulta de muitas causas. Dessas, as mais importantes
parecem ser: 1) reabsorcdo da secrecdo luminal como resultado de intensa
endocitose pelas células do epitélio uterino (Parr & Parr, 1974) e 2) intenso
edema que se desenvolve no endométrio circundando cada um dos blastocistos
(Abrahamsohn & Zorn, 1993).

Durante a implantacdo do camundongo e do rato, o trofoblasto pode
permanecer na superficie do epitélio por um dia e, subseqglentemente, parar na

lamina basal desse epitélio por mais um dia (Schlafke & Enders, 1975).

e Penetracéo (invasao)

A penetracdo envolve a invasdo do embrido através do epitélio luminal e da
lamina basal até o estroma, para estabilizar a relacdo vascular com a mae.
Células do trofoectoderma, provenientes do blastocisto, migram entre as células
epiteliais, deslocando-as e penetrando na membrana basal (Nikas, 2000). Apos o
trofoblasto fazer contato com a lamina basal epitelial, este parece submeter-se a

um periodo de repouso, antes da lamina ser invadida (Enders & Schlafke, 1967).



O trofoblasto, entdo, invade a membrana basal, até o contato com o estroma
subjacente. Em resposta a essa invasdo, células do estroma endometrial
comecam a decidualizacdo. O tempo para completar a fixacdo e a decidualizacéo
€ essencial para a viabilidade da prenhez (Enders, 2000; Sharkey & Smith, 2003).

A invasao do tecido conjuntivo endometrial, que esta agora transformada
em células deciduais, é o proximo passo para a implantacdo em roedores. A
invasdo resulta principalmente da acdo da populacdo de células trofoblasticas
gigantes. Essas células se organizam como uma rede em volta das regifes
abembriondrias do embrido. As células gigantes periféricas penetram entre as
células deciduais, que neste momento formam uma camada avascular estreita em
volta do embrido (a decidua priméria). Prolongamentos das células gigantes
também se alongam em dire¢cdo aos vasos sangiineos, fora da decidua primaria.
Desse momento em diante, o sangue materno comeca a circular através de
espacos na rede de células gigantes (Welsh & Enders, 1987). Todos esses
eventos acontecem no endométrio, na regido antimesometrial, que é a regido
inicial da fixagdo embrionaria (Abrahamsohn & Zorn, 1993).

As células endometriais maternas sdo reguladas diretamente pelos
esterdides ovarianos e indiretamente por varios fatores de crescimento e
citocinas. Os esterdides ovarianos exercem o principal papel regulatorio,
mobilizando diversas moléculas moduladoras (Murphy, 2000). A diferenciacao do
Gtero para sustentar a implantacdo do blastocisto é coordenada pelos horménios
progesterona e estrogeno. A sensibilidade uterina a implantacéo, em resposta aos
hormbnios esterbides ovarianos, € programado em 3 fases: pré-receptivo,
receptivo e nao-receptivo. O blastocisto pode implantar somente na fase
receptiva, a qual € caracterizada por uma mudanca molecular e morfologica do
endométrio. Durante essa fase, a membrana plasmatica das células epiteliais
luminais perdem as microvilosidades e desenvolvem grandes projecoes
citoplasmaticas chamadas pinopodios (Murphy, 2000).

Em camundongos, o estrégeno € um determinante crucial para a janela de
implantacdo. De fato, tem sido demonstrado que concentracbes de estrogeno
podem determinar, dentro de uma variagdo muito pequena, a duracdo da janela
na receptividade uterina em murinos (Ma et al., 2003). No entanto, é possivel

restringir nossa visdo de implantacdo e discernir algumas caracteristicas gerais



considerando que, apesar das variagbes nos niveis e taxas de estrégeno e
progesterona, da estrutura do endométrio, e do tamanho do blastocisto, a
implantacdo em mamiferos sempre envolve uma interacao direta do trofoblasto do
blastocisto com o epitélio de revestimento do utero (Schlafke & Enders, 1975).

O dtero possui tipos celulares heterogéneos que respondem
diferentemente ao estrogeno e progesterona. Em camundongos e ratos, o
estrogeno estimula a proliferacédo e a diferenciacao do epitélio luminal e glandular,
enquanto que no estroma, esse processo requer tanto o estrégeno quanto a
progesterona. Apos a implantagéo ter sido iniciada na noite do 4°dp, as células
estromais que circundam o blastocisto implantado, comegcam a proliferar
extensivamente e se diferenciam em células deciduais (Tranguch et al., 2005). O
desenvolvimento sincronizado do embrido do estagio de blastocisto com
competéncia para implantar e a diferenciagdo do Utero para o estado receptivo
sao criticos para esse processo (Psychoyos, 1986; Nardo et al., 2006, Guzetoglu-
Kayisli, 2007).

3.3— Decidualizacao

A implantacdo em roedores € acompanhada por alteracbes marcantes no
endométrio. Isso consiste principalmente de modificacées na forma, organizacao
e metabolismo das células estromais residentes do tecido conjuntivo endometrial,
levando a formacéo de uma forma distinta de tecido, a decidua. Vale ressaltar que
os fibroblastos endometriais de roedores séo diferentes dos fibroblastos
observados em outras partes do corpo, porque o Ultimo ndo reage com a
presenca do embrido da mesma forma que o primeiro (Abrahamsohn & Zorn,
1993).

Em roedores e humanos, as células do estroma do tecido conjuntivo
endometrial sdo transformadas em células deciduais, em resposta a implantacao
do embrido (Bulmer & Dickson 1961; Welsh & Enders 1983). Essas células
deciduais recém-formadas possuem morfologia e propriedades bioquimicas
diferentes dos fibroblastos (Fazleabas et al., 2004).

A decidualizacdo comeca na regido estromal imediatamente ao redor da
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cripta mucosa onde os embrides estdo implantados, isto €, € inicialmente
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antimesometrial e sub-epitelial (Mossman, 1987). Ela € chamada de decidua
primaria ou zona decidual primaria (Krehbiel, 1937; Parr & Parr, 1989). As
primeiras células deciduais ja estao presentes, quando o epitélio € deslocado e o
trofoblasto atinge a lamina basal. A zona decidual priméaria se torna cricundada
por uma regido de células deciduais completamente transformadas (células
deciduais maduras) as quais sao as células dominantes da decidua
antimesometrial (Abrahamsohn & Zorn, 1993). Essas células sdo alongadas e
ficam paralelas umas as outras e ao maior eixo do embrido (que ndo € mais uma
esfera). As células deciduais dessa regido estdo muito préximas e estabelecem
juncdes comunicantes, juncdes do tipo desmossomos e jun¢des oclusivas umas
com as outras (Parr et al., 1986; Tung et al., 1986). A decidualizacao, entéo, se
espalha antimesometrialmente em direcdo ao miométrio, e alguns dias depois
uma reacdo notavel também pode ser observada no endométrio mesometrial
(Abrahamsohn & Zorn, 1993).

A zona decidual primaria contém capilares e vénulas, mas esses vasos
estdo “"colabados™ e ndo contém sangue. Aqui, as células deciduais podem agir
como uma barreira a passagem de macromoléculas (Parr et al., 1986; Tung et al.,
1986; Parr & Parr, 1989). Isso pode servir para proteger o embrido contra a
exposi¢do a microorganismos, IgG materna e células imunocompetentes (Parr &
Parr, 1989).

A decidualizacdo em roedores tem caracteristicas interessantes e
importantes: 1) as células estromais endometrial tém que estar adequadamente
preparadas pelos esterbides ovarianos; 2) sob condicdes naturais, s6 acontece ao
redor dos embrides; 3) pode ser induzido artificialmente na auséncia de embrides
(como nos animais pseudo-prenhes) resultando na formacdo de um tecido (o
deciduoma) muito similar a decidua verdadeira; 4) ha um periodo definido durante
o qual pode ser induzido em animais prenhes ou pseudo-prenhes; e 5) resulta na
morfogénese de um novo tecido em um mamifero adulto, normal (Abrahamsohn &
Zorn, 1993).

Em roedores, muitas modificacbes observadas no utero durante a reacéo
decidual tém caracteristicas em comum com o0 processo inflamatério. Essas
caracteristicas incluem a alteracdo da permeabilidade vascular e edema

(Psychoyos, 1960, 1961), modificacdes da parede das vénulas e proliferacdo das



células endoteliais (Abrahamsohn, 1983), e a participacdo de prostaglandinas
(Kennedy, 1980; Sananés et al.,, 1981) e da histamina (Kraicer & Shelesnyak,
1958). O arranjo das células deciduais ao redor do embrido é similar ao de
macrofagos epitelidides que se acumulam ao redor de corpos estranhos em
certos tipos de granulomas (Finn & Keen, 1963; Lobel et al., 1967).

O tecido decidual é formado por células residentes (células deciduais) e por
células migratdrias, como macréfagos, neutrofilos, eosindfilos e linfécitos, que
também estdo constantemente presentes no Utero de animal virgem, além dos
componentes da matriz extracelular (Krehbiel, 1937).

Como ja dito anteriormente, as células deciduais se originam de
fibroblastos estromais. A primeira modificacdo estrutural observada nas células
estromais, apos a administracdo de estradiol, é a reorganizacao do nucléolo, que
desenvolve componentes granulares e fibrilares bem definidos. Outras
modificagdes consistem no aumento do tamanho da célula, o arredondamento
das células e de seus nucleos, e a diminuicdo da quantidade de espaco
extracelular no estroma afetado (Lundkvist, 1978).

No nivel ultraestrutural, as células deciduais exibem aumento em seu
contetdo de organelas envolvidas na sintese de macromoléculas, como o reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi e lisossomos (Jollie & Bencosme, 1965;
Enders & Schlafke, 1967; Finn & Lawn, 1967; Tachi et al., 1970; Parkening, 1976;
Kleinfeld et al., 1976; Abrahamsohn, 1983; Abrahamsohn & Zorn, 1993); acumulo
de lipideos, glicogénio, e filamentos intermediarios (Parkening, 1976; Welsh &
Enders, 1985; Blankenship et al., 1990); e aposicdo de suas membranas
plasmaticas formando as junc¢des intercelulares (Jollie & Bencosme, 1965; Enders
& Schlafke, 1967; Finn & Lawn, 1967; Tachi et al., 1970; Kleinfeld et al., 1976;
Parkening, 1976; Abrahamsohn, 1983; Abrahamsohn & Zorn, 1993).

O citoplasma das células deciduais contém muitos polirribossomos e
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso e liso. Complexos de Golgi e feixes
de microfilamentos também estdo presentes. O nucleo contém agrupamentos de
cromatina e nucléolo proeminente. A superficie celular € muito irregular devido a
presenca de pequenas microvilosidades e grandes prolongamentos. Muitas

juncdes aderentes e juncbes comunicantes estdo presentes entre 0S COrpos



celulares ou prolongamentos celulares. Lisossomos sdo encontrados em quase
todas as células deciduais (Abrahamsohn & Zorn, 1993).

As células deciduais antimesometriais completamente transformadas séo
poliédricas, justapostas e tem um nucleo esférico e eucromatico. Seu nucléolo é
proeminente, geralmente proximo ao envelope nuclear interno, e possuem regides
fibrilares e granulares muito distintas (Lundkvist, 1978). O citoplasma dessas
células é rico em reticulo endoplasmatico (a maioria rugoso), complexo de Golgi,
e mitocondrias. Nenhum granulo secretorio foi observado em células deciduais de
roedores, mas vacuolos elétrondensos com conteldo heterogéneo se acumulam
em células deciduais de ratos e camundongos (Abrahamsohn, 1983; Welsh &
Enders, 1985). Estes podem ser lisossomos relatados na involugdo das células
deciduais (Abrahamsohn, 1983; Katz & Abrahamsohn, 1987). Células deciduais
costumam ter muitos filamentos intermediarios que ocorrem em todo o citoplasma
(Tachi et al., 1970; Welsh & Enders, 1985). Esses formam feixes ou redes e estao
geralmente concentrados ao redor do ndcleo (Zorn et al., 1990). Em muitas
espécies (ex. ratos e hamsters), as células deciduais também acumulam grandes
quantidades de glicogénio e goticulas lipidicas (Parkening, 1976; Welsh & Enders,
1985; Blankenship et al., 1990).

Células deciduais antimesometriais estdo justapostas entre si, resultando
em uma notavel diminuicdo no volume relativo de espaco extracelular
(Abrahamsohn & Zorn, 1993).

Células localizadas longe do embrido tém caracteristicas morfolégicas
intermediarias entre as células deciduais maduras e os fibroblastos. Essas sdo
chamadas células pré-deciduais. Elas sdo, por sua vez, rodeadas por uma
camada de fibroblastos (células estromais ndo diferenciadas) (Welsh & Enders,
1985) que fica ao lado do miométrio (Abrahamsohn & Zorn, 1993). Essas células
tém o formato de estrela, com longos prolongamentos, e sdo separadas por
grandes espacgos extracelulares. Seus nucleos sédo esféricos e contém
principalmente eucromatina; seus nucléolos sdo marcadamente desenvolvidos e
tocam a membrana nuclear interna (Abrahamsohn & Zorn, 1993).

Circundando as células pré-deciduais, estd a camada de fibroblastos.
Essas estdo também situadas adjacentes ao miométrio interno, e elas formam o

estroma ndo decidualizado dos sitios de implantacdo. Usando marcacdo com



timidina *H, O"Shea et al. (1983) mostraram que essas células sobrevivem &
involucao decidual e repovoam o endométrio até o parto.

No endométrio mesometrial, a decidualizacdo se processa mais lentamente
que aquela na regido antimesometrial. Enquanto a decidua antimesometrial esta
presente na manhd do 5°dp em camundongo, a manifestacdo da decidua
mesometrial ndo é observada até o final do 7°dp (Abrahamsohn & Zorn, 1993).
Essa ultima formara a placenta, responsavel pela sustentacéo e nutricdo do feto,
até o nascimento.

A regido compreendida entre a decidua antimesometrial e a mesometrial, &
ocupada por uma area rica em glicogénio. Além de conterem muitas organelas,
semelhantemente as células deciduais antimesometriais, essas células s&o
justapostas e possuem juncdes aderentes e comunicantes (Welsh & Enders,
1985).

Com a evolugdo da gestacdo, a decidua antimesometrial vai sofrendo
modificacdes. Assim, no 6°dp, os embribes estdo localizados na cripta de
implantacdo (Welsh & Enders, 1985) os quais estédo circundados por células da
decidua antimesometrial.

Ja no 7°dp, a cripta de implantacdo esta ocupada pelos embrides, exceto
mesometrialmente em relacdo ao cone de implantacdo, onde os restos da
cavidade da cripta ainda sao encontrados (Bevilacqua & Abrahamsohn, 1989).

Nos camundongos, do 5°dp em diante, a morfologia das fibrilas colagenas
na matriz extracelular do estroma endometrial mudam marcantemente. Fibrilas
espessas com perfis muito irregulares sao encontradas em pequenos espagos
entre as células deciduais sub-epiteliais (Alberto-Rincon et al., 1989). Essas
fibrilas espessas parecem estar diretamente associadas com o processo de
decidualizacdo, como as fibrilas mais espessas sédo observadas na regido de
células deciduais maduras. Por outro lado, em por¢cdes do endométrio que nao se
decidualizam, essas fibrilas ndo mudam sua morfologia (Alberto-Rincon et al.,
1989). O didametro das fibrilas colagenas também aumenta durante o curso da
prenhez; fibrilas presentes no 7°dp sao mais grossas que as do 5°dp. Apesar do
aumento no diametro das fibrilas estar relacionado com a decidualizacédo do

endométrio, isso ndo depende da presenca dos blastocistos, ja que essas fibrilas



estdo presentes em deciduas induzidas artificialmente no camundongo (Alberto-
Rincon et al., 1989; Andrade et al., 1991).

Apesar do espessamento das fibrilas colagenas ter sido descrito em muitas
situacdes patoldgicas, o espessamento da fibrila, durante a decidualizacéo, ndo
caracteriza um estado patolégico. Além de seu papel mecéanico, essas fibrilas
coldgenas espessas podem ter outras fun¢gdes na biologia da decidua que ainda
nao estao claras (Abrahamsohn & Zorn, 1993).

Vacuolos contendo colageno estdo presentes no citoplasma das células
deciduais no 7°dp. A habilidade das células deciduais para fagocitar fibrilas
coldgenas mostrou que essas células retém propriedades de fibroblastos dos
quais originaram. Apesar de ndo estar clara a importancia da fagocitose de
colageno em roedores, acredita-se que esta pode ser um passo preparativo para
a involucdo da decidua, provavelmente a fim de permitir a invasdo controlada do
trofoblasto e continuar o crescimento do embrido (Abrahamsohn & Zorn, 1993).

No 8°dp, muitas células deciduais localizadas proximas ao embrido
mostram sinais muito avancados de degeneracdo (Bevilacqua & Abrahamsohn,
1989).

Por volta do 9° dp, a decidua antimesometrial atinge um alto grau de
complexidade (Fig. 5) (Bridgman, 1948; Velardo et al., 1953; De Feo, 1967,
Kleinfeld et al., 1976; Finn, 1977; O"Shea et al., 1983; Cinquentti & Rinaldi, 1987;
Abrahamsohn & Zorn, 1993) e tem uma funcdo muito importante nas trocas
metabdlicas entre mée e feto (Krehbiel, 1937), uma vez que a placenta, apesar de
ja ter iniciado o seu desenvolvimento (O"Shea et al., 1983), ainda nao € funcional.
Portanto, alteracfes na decidua antimesometrial, até essa etapa da prenhez,
podem provocar prejuizos, repercutindo na velocidade de desenvolvimento,
sobrevivéncia e desempenho da prole.

Em camundongos, no 9°dp, Katz & Abrahamsohn (1987) relataram células
deciduais em processo de degeneragdo. Essas células eram redondas e
perderam as microvilosidades. Os nucleos possuiam granulos de cromatina
espessos e aumento da quantidade de cromatina ocupando o ndcleo inteiro. Em

estagios mais avancados, o envelope nuclear estava rompido ou ausente.



No 10°dp, a decidua antimesometrial € mais delgada que no dia anterior.
Células deciduais pequenas com o nucleo picnético estdo presentes na regido

decidual interna, proximos ao embrido (Katz & Abrahamsohn, 1987).
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Fig. 5 — Esquema de um segmento de um corno uterino gravidico de camundongo,
aproximadamente no 9° dia de prenhez, contendo dois embrides implantados (Fonte: Katz, 1981).

3.4— Funcdes da decidua

Uma das fungdes atribuida a decidua € o controle do grau de invasividade
do trofoblasto (Kirby & Cowell 1968; Finn 1971). De Feo (1967) e Finn (1971)
revisaram as funcbes classicas propostas para a decidua, e essas incluem:

rr s

nutricdo do embrido; separacdo de embribes em “‘sitios de implantacdo”’,
contribuindo para a formacdo de sistemas vasculares embrionarios individuais
durante o desenvolvimento placentario; restricio da invasdo trofoblastica; e

formacdo de uma zona de clivagem para a separacdo da placenta da parede



uterina, durante o parto. Outras fun¢des deciduais tais como secrecao (Wewer et
al., 1986; Carson et al., 1987; Glasser et al., 1987; Han et al., 1987; Parr et al,
1988; Crainie et al., 1990; Croze et al., 1990; Yelavarthi et al., 1991; Jiang et al.,
2011), fagocitose (Katz, 1998; Spadacci-Morena & Katz, 2001), controle da
invasdo do trofoblasto (De Feo, 1967; Finn, 1971; Irwin et al., 2001; Godbole et
al., 2011), e participacdo da resposta imunolégica materna na prenhez (Parr &
Parr, 1989; Szekeres-Bartho, 2002; Moffett & Hiby, 2007 ) também tém sido

bastante estudadas.

3.5— Involucao da Decidua

A decidua antimesometrial de camundongo sofre um notavel crescimento
seguido da implantacdo do blastocisto no 5°dp, e o desenvolvimento maximo é
atingido por volta do 9°dp (Bridgman, 1948; De Feo 1967; Kleinfeld et al., 1976;
Finn 1977). A regressdo da decidua antimesometrial se processa na mesma
direcdo de sua formacéo, isto €, da regido da interface materno-fetal para o
miométrio (Katz & Abrahamsohn, 1981; 1987; Welsh & Enders, 1985) e entre o
11° e 0 14°dp a decidua ndo é mais observada nessa regido (Bulmer & Dickson
1961; Hall, 1969; Welsh & Enders 1983; Loch, 1985).

A involucdo da decidua antimesometrial do camundongo ocorre desde
seus primérdios, até o 12°dp, por morte celular programada, denominada
apoptose (Correia da Silva et al., 2004). A desorganizacdo progressiva das
células deciduais individuais compreende o aparecimento de sinais precoces de
dilatacbes da mitocondria e das cisternas do reticulo endoplasmético, até o
completo rompimento da membrana celular e espalhamento das organelas. A
regressao das células deciduais esta associada com a presenca do aumento da
quantidade de lisossomos secundarios e de autofagossomos no citoplasma. O
reticulo endoplasmatico e a mitocéndria sdo as organelas mais comumente
afetadas no citoplasma das células desorganizadas (Katz & Abrahamsohn, 1987).

Muitas células deciduais desorganizadas estdo presentes na camada mais
proxima do embrido, no 9°dp, visto que elas sdo raramente observadas em outras
camadas. No 10°dp, essa desorganizacdo celular aumenta e muitas células

desorganizadas sozinhas ou em grupos, intercalam-se com as células



aparentemente saudaveis, na camada subjacente. A decidua antimesometrial é
consideravelmente mais fina no 11°dp. Nesse estagio, a maioria das células
deciduais proximas da interface materno-fetal estdo profundamente
desorganizadas (Katz & Abrahamsohn, 1987).

Por volta do 14°dp no camundongo e 16°dp no rato, a decidua
antimesometrial foi convertida em uma fina camada composta primariamente por
células deciduais mortas (Welsh & Enders, 1985). As células deciduais mortas ou
fragmentos dessas células sdo fagocitados pelas células trofoblasticas gigantes
ao invés de serem fagocitadas por outras células ou degradadas em &cidos
graxos (Robins & Cotran, 1979). O espaco criado € ocupado, aos poucos, pelo
embrido em crescimento (Abrahamsohn & Zorn, 1993).

Quando a prenhez é induzida artificialmente, na auséncia de um embrido, a
involucdo também acontece, através do deciduoma (Verlado et al., 1953),
ocorrendo morte celular programada, por apoptose, nesse processo (Welsh &
Enders, 1985, Chen et al., 2001).

3.6. Trofoblasto

Em camundongos, apos a fecundacdo, a célula ovo ou zigoto sofre uma
série de rapidas divisbes celulares mitéticas, no decorrer do deslocamento da
tuba uterina para o Gtero. A medida que as divisbes se sucedem, as células se
tornam progressivamente menores. Cerca de 3 dias ap6s a fecundacdo, o
embrido, agora na fase de morula, esta entrando na cavidade uterina.

A moérula consiste de uma massa contendo 16 células ou blastdmeros. A
passagem de liquido entre as células forma uma grande cavidade, a cavidade
blastocistica. Logo que essa cavidade seja reconhecivel (cerca de 4 dias apos a
fecundacéo), o embrido se encontra na fase de blastocisto (Rugh, 1968).

A perda da zona pellcida do blastocisto € provavelmente o uUltimo evento
que precede o comeco da implantacdo em roedores, no 5°dp. Na maioria dos
roedores, a zona pellcida é dissolvida enzimaticamente pelos componentes da
secrecdo uterina (Rosenfeld & Joshi, 1977).

O blastocisto € constituido por uma camada de células achatadas externas,

o trofoblasto (trofectoderma), e por um grupo de células localizadas centralmente,



a massa celular interna ou embrioblasto, que é o primérdio do embrido (Hillman et
al., 1972).

As células trofoblasticas sdo as primeiras a se diferenciarem no embrido.
Elas se originam da primeira camada que reveste o embrido (trofectoderma).
Essas células sdo essenciais para a manutencao e inicio de uma prenhez bem
sucedida (Benirschke & Kaufman, 1995).

As interacfes entre os tecidos materno e embrionario sdo realizadas a
partir das células trofoblasticas, do lado embrionario, e das células deciduais,
maternas. Durante os estagios iniciais da implantacdo, a interacdo entre células
embrionarias e maternas esta limitada a aproximagbes ocasionais de
prolongamentos celulares, ao passo que contatos mais extensivos estao
presentes quanto mais avancado 0 estagio de invasdo (Bevilacqua &
Abrahamsohn, 1989).

Em camundongos, as ceélulas trofoblasticas localizadas no poélo
abembrionario e nas regifes laterais do blastocisto sdo denominadas células
trofoblasticas gigantes (CTGs) que, no inicio da prenhez, possuem caracteristicas
invasiva e migratoria (Billington, 1971; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988; Kanai-
Azuma et al., 1994). Essas células sdo grandes e poligonais, e apresentam
contornos bastante irregulares devido aos seus prolongamentos citoplasmaticos.

Ja no 6°dp, as CTGs estdo em intimo contato com as células deciduais.

No 7°dp, as CTGs apresentam longos prolongamentos, que entram em
contato com os de outras CTGs e formam uma rede, com amplos espacos,
contendo células sanguineas maternas

A primeira camada de células gigantes se apdia ha membrana de Reichert,
enguanto a camada mais externa toca a decidua.

Durante o 7° e 0 8°dp, observam-se regifes de contato intimo entre CTGs
e ceélulas deciduais no polo abembrionario e nas paredes laterais embrionarias;
ocorre o alastramento das CTGs ao longo da periferia do embrido. No 9°dp, fica
bem nitida a interagcdo das CTGs com células deciduais saudaveis e com células
ou grupo de células deciduais adjacentes, exibindo sinais de desorganizacao
celular, intercaladas com as sadias (Katz & Abrahamsohn, 1987). As CTGs
apresentam nuacleo grande com nucléolos proeminentes. No citoplasma sao

geralmente observados muito polirribossomos livres, assim como mitocéndrias



exibindo crista tubular e reticulo endoplasmatico disperso pelo citoplasma (Katz &
Abrahamsohn, 1987).

E importante salientar que durante a fase mediana da prenhez de
camundongos, as CTGs séo capazes de fagocitar hemacias e células deciduais
em degeneracdo, migrando em direcdo aos espacos deixados por esses
elementos. Katz (1995) e Spadacci-Morena & Katz (2001) observaram um
aumento na atividade fagocitica de fibrilas colagenas pelas CTGs, em
camundongos no 9°dp submetidos a jejum e restricdo alimentar, respectivamente,
mostrando, dessa forma, a importancia dessas células para a manutencdo do

embrido.

3.7. Teratogénese

Segundo Horovitz et al. (2005), define-se como malformacao congénita a
anomalia funcional ou estrutural do desenvolvimento do feto presente no
nascimento.

Um teratégeno é qualquer agente ambiental, infeccioso ou nutricional
capaz de produzir perturbacdes no desenvolvimento ou malformacdo congénita
no feto, apds a exposicdo da mae ao agente (Moore & Persaud, 2000; Mahan &
Escott-Stump, 2003).

Alteracbes na fisiologia ou homeostasia materna podem influenciar o
desenvolvimento embrionario e fetal. Kalter & Warkany (1983) relataram que
existe uma associacao entre malformacéo fetal e doencas maternas, tais como
diabetes, fenilcetonuria, sangramento vaginal e hipertermia.

A acdo de um agente teratogénico sobre o embrido ou feto em
desenvolvimento depende de diversos fatores, como: estagio de desenvolvimento
do concepto, relacdo entre dose e efeito, genotipo materno-fetal e mecanismo
patogénico especifico de cada agente (Schuler-Faccini et al., 2002).

As anomalias que aparecem com maior frequéncia em fetos submetidos a
algum agente téxico sdo: exencefalia, costelas fundidas, arcos vertebrais fundidos
nas regides toracica e lombar, anormalidade ocular e esternébrio defeituoso.

Especificamente em camundongos, a organogénese se inicia no 7,5°dp,

porém, entre os 8° e 9°dp, a organogénese estd muito acelerada e os fetos séo



bastante susceptiveis a agentes teratogénicos (Rugh, 1968); a administracao de
drogas, irradiagéo, deficiéncia nutricional, entre outros fatores, podem acarretar
deficiéncias irreversiveis nesses animais, repercutindo, decisivamente, na
formacéo do individuo adulto.

Apesar dos inumeros estudos sobre a fisiopatologia do envenenamento em
humanos, esses acidentes, em mulheres gravidas, sdo escassos, pois nao sao
frequentes. Apesar da baixa frequiéncia, a presenca de fetos mal formados, além
de mortes fetais, mostra que esse acidente tem importancia médica relevante.

A exposicado ao veneno de serpente, durante a gravidez, pode resultar em
teratogénese, retardamento do crescimento fetal, ou até mutagénese
(Pantanowitz & Guidozzi, 1996). Seneviratne et al. (2002) realizaram um
levantamento envolvendo acidente ofidico e mulheres gravidas no Siri Lanka, no
periodo compreendido entre setembro de 1996 e abril de 2001, e relataram o
caso de uma mulher picada pela serpente Daboia russelii russelii e que deu a luz
a uma crianca com malformacdes (hidrocefalia e polidactilia). Esse caso foi muito
semelhante aquele relatado por Malz (1967), no qual uma mulher, no terceiro més
de gestacdo, picada por um viperideo, deu a luz a um bebé com malformacdes
multiplas, incluindo a hidrocefalia, e que morreu poucos dias depois do
nascimento.

Estudos em animais envolvendo serpentes mostraram que em fases mais
tardias da gestacdo, o veneno pode causar efeitos teratogénicos importantes.
Gabriel-Robez & Clavert (1969) relataram que a administracdo do veneno de
Vipera aspis em camundongos prenhes produziu anomalias congénitas tais como
fenda palatal e deformidades da face. Em camundongos na segunda metade da
gestacdo que foram submetidos ao veneno de N.nigricollis, Clavert & Gabriel-
Robez (1971) ndo observaram alteragdes externas nos fetos, entretanto, 6rgéaos
como figado e rins mostraram alteracdes histologicas severas. Alteracbes
viscerais também foram observadas por Mohamed & Nawar (1974), em
camundongos submetidos ao mesmo veneno, nos dias 12, 14 e 16 da prenhez.

Aléem das modificacbes acima citadas, o veneno de algumas serpentes
ainda pode comprometer o desenvolvimento do sistema nervoso central (Ahmed
et al., 1974; Nawar, 1980) e o crescimento dos fetos (Penn et al., 1971; Ahmed et
al., 1974).



IV - Materiais e Métodos

1- Animais

Foram utilizados camundongos jovens (Mus musculus; var. albino), com
aproximadamente 2% a 3 meses de idade, provenientes do Biotério Central do
Instituto Butantan. Os animais receberam agua e racao ad libitum e obedeceram a
fotoperiodos de 12/12 (claro - escuro).

Todos os animais foram anestesiados utilizando-se uma solu¢do composta
por xilazina (Rumpum®) e cloridrato de quetamina (Ketalar®), em uma proporgao
de 1:1, injetado por via intraperitoneal (50uL/20g de peso do animal). Quando
necessario, os animais foram submetidos a eutanasia, em camara de CO..

A utilizacdo dos animais seguiu as recomendacfes da Comissdo Etica do
Instituto Butantan (CEUAIB n° 322/06) e da UNIFESP-EPM (CEP 0130/09).

2- Acasalamento

Os animais foram acasalados por volta de 18 horas, na proporcdo de
quatro fémeas virgens para um macho. As fémeas foram examinadas pelas
manhas, para verificacdo da presenca de rolha vaginal. O dia em que a rolha
estava presente foi considerado como o dia 0,5 de prenhez. A partir deste

momento, as fémeas foram alojadas em gaiolas, individualmente.



3- Veneno

Foi utilizado veneno bruto liofilizado de serpentes Bothrops jararaca (Bj)
adultas, fornecido pelo Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan. O
veneno foi mantido a —20°C e a solucao foi preparada (p/v) com salina estéril (154

mM NacCl, pH 7.4), no momento do uso.

4- Soro antibotrépico

O soro especifico para neutralizar o veneno da serpente Bothrops jararaca
foi fornecido pelo Instituto Butantan. A dose utilizada foi aquela preconizada na
bula, ou seja, para a neutralizacdo de 5mg de veneno botropico utilizou-se 1mL

de soro antibotrépico, a 4°C.

5- Formacéo dos grupos de animais

Na manhé do 7,5° dia de prenhez (dp), os animais foram pesados e

divididos em 3 grupos:

1 - Grupo VBj + SAB. Os animais receberam uma Unica dose intramuscular
(0,1mL) de 0,24mg de veneno de Bj/ kg de peso do animal. Essa dose, sub-letal,
corresponde a 10% da DLsg e foi selecionada como sendo uma dose capaz de
provocar alteragbes hemostaticas, mas, ao mesmo tempo, de preservar a prenhez
na maioria dos animais (Spadacci-Morena et al, 2006). ApGs 3 horas, 0s animais
foram submetidos a soroterapia. Para tanto, receberam, por via endovenosa,

4,5uL de soro antibotropico (SAB) dissolvidos em 100uL de salina estéril, para a



neutralizacdo do veneno administrado, de acordo com o0 preconizado pelo

fabricante do soro (Instituto Butantan).

2 - Grupo Sal + SAB. Os animais receberam uma Unica injecdo intramuscular
(0,2mL) de solucao salina estéril. Apo6s 3 horas, os animais foram submetidos a

soroterapia, como ja descrita anteriormente.

3 - Grupo VBj. Os animais receberam uma Unica injecdo intramuscular (0,1mL) de
0,24mg de veneno de Bj/ kg de peso do animal. Este grupo foi inserido no
protocolo experimental como controle do grupo 1, com o objetivo precipuo de
verificar se o lote do veneno utilizado seria capaz de reproduzir os resultados ja
descritos por Spadacci-Morena et al. (2006), em cujo trabalho foi utilizada a
mesma dose e 0 mesmo veneno. Para tanto foi realizada a analise histoldgica do

Utero desses animais bem como a dosagem de fibrinogénio plasmatico, no 8,5°dp.

Os animais pertencentes aos grupos VBj+SAB e Sal+SAB foram
sacrificados, respectivamente, nas manhas do 8,5°dp (n=16 e n=14) e 18,5°p
(n=11 e n=11). Os animais pertencentes ao grupo VBj (n=18) foram todos

submetidos a eutanasia na manha do 8,5°dp.

6- Dosagem de Fibrinogénio Plasmaético (Fg)

Na manha do 8,5°dp, uma amostra de sangue dos animais, pertencentes
aos grupos VBj + SAB (n=11); Sal + SAB (n=9) e VBj (n=13), obtida por puncao
cardiaca, foi misturada a citrato trisodico (160mM) contendo 2% de soro
antibotrépico (para neutralizar o veneno livre presente no sangue) na proporgao
de 9:1. O sangue citratado foi centrifugado a 2000g por 15 min a 4°C e o plasma
estocado & —70°C, até o momento do uso. O método empregado para a dosagem
de fibrinogénio nas amostras plasmaticas foi o descrito por Ratnoff & Menzie

(1951). Resumidamente, o fibrinogénio presente nas amostras de plasma foi



convertido em fibrina pela adicdo de trombina exdgena. A rede de fibrina insoltvel
formada foi retirada e quantificada por método colorimétrico, pelo conteudo de
tirosina. Sucintamente, em um tubo contendo 0,5mm de vidro moido foi
adicionado 10mL de NaCl 154mM; 0,2mL de plasma e 0,05mL de trombina bovina
(720 NIH U/mL). ApGs homogeneizacdo suave, os tubos foram mantidos a
temperatura ambiente, durante 30 minutos, para a formacéo da rede de fibrina.
Apos esse tempo, o coagulo formado foi lavado trés vezes com 10mL de NaCl
154mM por centrifugacdo (2000g/10 minutos) e digerido em 1,0mL de hidréxido
de sddio a 10%, em banho-maria fervente (10 minutos). A esse material foi
acrescentado 7,0mL de agua destilada, 3,0mL de carbonato de sodio (20%) e
1,0mL de reagente fendlico. Apés 30 minutos, a absorbancia do material foi
determinada em espectofotdmetro Micronal B-382, em comprimento de onda de
650nm. A concentracdo de fibrinogénio foi calculada utilizando-se curva de
padrao de tirosina.

7- Processamento do Material para Microscopia de Luz

Os animais utilizados foram os mesmos submetidos a coleta de sangue, no
8,5°%dp (VBj+SAB — n=11; Sal+SAB- n=9 e VBj — n=13). Os cornos uterinos dos
animais pertencentes aos grupos estudados foram, a principio, examinados para
a constatacdo macroscopica, ou ndo, da prenhez. Foram utilizados somente 0s
animais que, macroscopicamente, mantiveram a prenhez, isto €, aqueles que
apresentaram sitios de implantacdo mostrando dilatacdes esféricas com
dimensdes semelhantes e regularmente distribuidos ao longo do eixo uterino. Os
demais animais, isto €, aqueles cujos cornos uterinos apresentaram sinais de
regressdo, tais como, dilatacbes esféricas com diferentes tamanhos daquele
normalmente observado em animais sadios no mesmo dia da prenhez, ou cornos
uterinos inchados e com sitios de implantacéo ausentes, nao foram utilizados.

As dilatacdes esféricas observadas ao longo dos cornos uterinos foram
removidas, individualizadas e imediatamente imersas em solugéo fixadora de

Bouin, onde permaneceram por aproximadamente 8 horas.



Ap6s a fixacdo, o material foi desidratado em etanol, utilizando-se
concentracbes crescentes (70% a 100%), diafanizado em xilol e, a seguir,
processado para inclusdo em parafina. Apdés a inclusdo, foram obtidos cortes
transversais das pecas, com aproximadamente 5um de espessura, que foram,
posteriormente, processados para a coloragdo com hematoxilina e eosina.

Apols a coloragdo, o material foi novamente desidratado, diafanizado e
montado de forma a se obter um preparado permanente. Os cortes foram
observados e fotografados em microscoépio de luz DM LS (Leica) com captador de
imagem DFC420 (Leica) e programa de imagem Leica Application Suite versao
3.1.0.

8 - Processamento do material para Microscopia Eletrénica de Transmissao

Na manha do 8,5°dp, os animais pertencentes ao grupo VBj+SAB (n=5);
Sal+SAB (n=5) e VBj (n=5) foram anestesiados, como ja descrito anteriormente, e
0s cornos uterinos foram expostos e analisados, para a constatacdo ou ndo da
prenhez. Foram utilizados somente os animais que mantiveram a prenhez.

Imediatamente apds a exposi¢cao dos cornos uterinos, foi gotejado fixador
(GTA 2% em tampao Tyrode — pH7,2) na cavidade uterina. Em seguida, 0s
cornos foram removidos e dissecados. Cada uma das dilatacdes esféricas neles
observadas foi individualizada e, com auxilio de uma lupa estereoscoOpica, as
pecas foram recortadas, desprezando-se a regido mesometrial. A regido
antimesometrial foi recortada utilizando-se um segmento em meia-lua do local de
implantag&o, que foi mantido no fixador por aproximadamente 3 horas, a 4°C.

Apoés lavagens sucessivas em tampao Tyrode, pH 7,2, por cerca de 45
minutos, o material foi pés-fixado em solugcéo aquosa de tetroxido de 6smio a 1%
em tampéo Tyrode, por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, o material foi
lavado em solucéo salina isotdnica, contrastado por 2 horas em solucdo aquosa
de acetato de uranila a 1%, a temperatura ambiente, e lavado novamente em

solucdo salina. As pecas foram, entdo, desidratadas em 4alcool etilico em



concentracbes crescentes (30% a 100%) e transferidas, posteriormente, para
oxido de propileno.

A embebicao foi feita, inicialmente, em uma mistura de 6xido de propileno e
resina Epon (EMBed-812) na proporcdo de 2:1, 1:1 e 1:2, a temperatura
ambiente, com rotagdo, permanecendo na Ultima etapa “overnight”.
Posteriormente, o material foi embebido em resina pura por cerca de 1 hora, com
rotacdo. Apdés a embebicdo, os fragmentos foram dispostos em moldes de
inclusdo contendo resina e levados a estufa a 60°C para polimerizacdo, por
aproximadamente 5 dias. Os fragmentos do Utero foram orientados de modo a
obter cortes transversais dos mesmos.

Inicialmente foram feitos cortes semi-finos, com aproximadamente 0,5um
de espessura, até atingir a regido em que a decidua se apresentou com uma de
suas superficies em contato com o embrido. Esses cortes foram corados a quente
por uma mistura de azur Il a 1% e azul de metileno a 1%, em solucédo aquosa de
borato de sodio a 1%.

Os cortes ultrafinos, com aproximadamente 70nm de espessura, foram
contrastados em citrato de chumbo por 10 minutos.

Tanto os cortes semifinos como os ultrafinos foram obtidos em um
ultramicrétomo Porter-Blum MT1 (Sorvall).

Os cortes ultrafinos foram examinados e fotografados no microscopio
eletrdnico de transmissdao LEO 906E, com programa de captura e analise de
imagem ITEM, versdo ITEM_E 23082007, fabricante Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH.

9- Processamento do material para morfologia dos fetos a pré-termo

Na manhad do 18,5°dp, os animais pertencentes aos grupos VBj+ SAB
(n=11) e Sal+SAB (n=11) foram pesados, anestesiados e submetidos a
laparotomia. Os fetos e respectivas placentas foram cuidadosamente removidos e

imediatamente pesados. Em seguida, os fetos foram examinados, para avaliar a



viabilidade dos mesmos e as possiveis alteragcdes morfolégicas externas. Apos
essa etapa, os fetos foram submetidos a eutandsia em camara de CO,, e
realizada a analise esquelética. Para tanto, foram imersos em acetona por 24h,
quando foram eviscerados. Em seguida, foram submetidos ao método de
clareamento em KOH a 0,8%, contendo solu¢do aquosa saturada de vermelho de
alizarina (alizarin red S — Fluka), de acordo com o método descrito por Staples &
Holtkamp (1963). Os animais, diafanizados, foram gentilmente secos e imersos
em uma mistura de alcool etilico a 70% (2 partes), glicerina (2 partes) e alcool
benzilico (1 parte). Os fetos foram examinados sob lupa estereoscoépica, com
aumento aproximado de 7x.

De acordo com Fritz & Hess (1970) e Aliverti et al. (1979), foram analisados
0S seguintes centros de ossificacdo: metacarpos, metatarsos, falanges proximais
anteriores, falanges proximais posteriores, vértebras cervicais, vértebras caudais
e esternébrio.

Todos os elementos avaliados foram registrados e posteriormente
comparados nos 2 grupos estudados.

Nos casos onde ficou constatada a regressao total da prenhez, os animais
foram utilizados somente para avaliar o potencial toxico dos tratamentos. Nesses
casos, 0s ovarios desses animais foram examinados para a constatacdo do corpo
liteo gravidico. Pontos de regressdo observados no Utero dos animais também
foram registrados.

Os animais foram sacrificados dois dias antes da possivel expulsdo da

prole, com o intuito de evitar canibalismo das ninhadas anormais.

10- Analises estatisticas

10.1. — Dosagem de fibrinogénio plasmatico, no 8,5°dp

Para a realizacdo da andlise estatistica dos niveis de fibrinogénio

plasmatico, nos 3 grupos estudados (VBj+SAB; Sal+SAB e VBj), foi utilizado o



programa SigmaStat versao 3.01. Os diferentes grupos estudados foram
comparados através do teste ANOVA de vias repetidas.

10.2. — Peso das placentas e dos fetos

Com o objetivo de verificar se as placentas e os fetos dos animais
pertencentes aos dois grupos estudados (VBj+SAB e Sal+SAB) possuiam pesos

médios diferentes, foi utilizado o teste t de Student.

10.3 — Peso das maes no 7,5° e 18,5°dp

Foi feita uma andlise de variancia de medidas repetidas (procedimento
GLM, Repeated measures analysis do software SAS) para verificar se havia
diferencas dos pesos das maes entre os grupos VBj+SAB e Sal+SAB, no 7,5° e
18,5°dp.

Para todos os testes, fixou-se em 0,05 ou 5% (p<0,05) o nivel de rejeicao
de hipétese de nulidade, assinalando-se com um asterisco o0s valores

significativos. Os dados foram expressos em médiatdesvio padréo.



V — Resultados

No presente trabalho, foi observado que todos os animais pertencentes aos
diferentes grupos se apresentaram higidos, ndo havendo registro de nenhuma

morte entre eles.

1 - Morfologia do utero de camundongos no 8,5° dia de prenhez (dp)

1.1 - Aspecto macroscopico nos grupos VBj+SAB; Sal+SAB e VBj

O dtero dos camundongos pertencentes aos trés grupos estudados
apresentava-se constituido por dois cornos unidos na regido caudal, numa peca
Unica, o corpo do utero. Cada corno era sustentado pelo mesométrio (ligamento
dorsal). Imaginando um plano central e longitudinal ao Utero, e perpendicular ao
mesométrio, podemos dividir a parede uterina em duas regifes: a mesometrial,
onde se insere 0 mesométrio, e a antimesometrial, complementar a primeira.

Na maioria dos camundongos no 8,5°dp, os locais de implantacdo dos
embribes puderam ser observados a vista desarmada, sob a forma de dilatacdes
esféricas, com volumes equivalentes, e regularmente dispostos ao longo do maior

eixo de cada um dos cornos uterinos (Fig. 6).

1.2 — Anadlise microscoépica da regido antimesometrial do Utero, no microscopio de

luz

A maior parte do estroma endometrial que circunda o embrido ja sofreu o
processo de decidualizacdo, formando no utero duas regides: a regido

mesometrial, que contém a decidua mesometrial e que dard origem a parte da



placenta, e a regido antimesometrial, situada do lado oposto da mesometrial, que
contém a decidua antimesometrial.

Neste trabalho foi realizada uma avaliacdo geral de todos os constituintes
da regidao antimesometrial uterina, isto é, das camadas de células deciduais
maduras, pré-deciduais e ndo decidualizadas. Entretanto, foram examinadas de
forma mais particularizada, apenas as células mais préximas da interface
materno-fetal, isto €, as primeiras camadas de células deciduais maduras. Devido
a grande proximidade de células pertencentes ao polo abembrionario do
blastocisto, essas células, as células trofoblasticas gigantes, foram também
avaliadas.

1.2.1.— Animais que receberam o veneno de Bothrops jararaca no 7,5°dp e nao

foram tratados com soro antibotropico (Grupo VB))

Apbs 24 horas da administragdo do veneno bruto de Bothrops jararaca, a
analise histolégica da regido antimesometrial do utero de camundongos revelou
os tecidos da interface materno-embrionéria desorganizados. Nesta regido era
possivel observar, frequentemente, focos hemorragicos e edema, o que contribuiu
para o deslocamento das primeiras camadas de células deciduais maduras (Figs.
7A e 7B). Nessas camadas, as células deciduais maduras estavam em contato
com o foco hemorragico e edema, mas ainda mantinham-se fracamente aderidas
ao tecido uterino. A maioria delas, mais espacadas do que o habitual,
apresentava nucleo picnotico e citoplasma reduzido e aciddfilo (Fig. 7B).

A membrana de Reichert, aciddfila, muitas vezes apresentou-se dilatada ou
mesmo rompida em algumas regifes. Entretanto a camada de células da
endoderme estava presente, junto a essa membrana (Fig. 7B).

Aparentemente, as camadas de células deciduais maduras, mais distantes
da interface méae-feto, assim como as pré-deciduais e as ndo decidualizadas,
exibiram morfologia semelhante a de um animal no mesmo periodo da prenhez,
nao submetido a nenhum tratamento (Fig. 7A).

Entre os focos hemorragicos, muitas vezes foram observados grupos de
células deciduais que se destacaram do tecido materno (Figs. 7B e 7C). Algumas

dessas células deciduais ainda podiam ser reconhecidas; eram pouco volumosas



quando comparadas com aquelas que n&do estavam em contato com os focos
hemorrégicos, e apresentavam variagdo de tamanho. O citoplasma apresentava-
se basofilo e o nucleo ainda mantinha sua forma eliptica com cromatina frouxa
entremeada por grumos esparsos de heterocromatina (Fig. 7C).

Grande quantidade de leucdcitos polimorfonucleares, principalmente
neutrofilos, foram frequentemente observados fora dos capilares, mais
precisamente na interface, entre as células trofoblasticas gigantes e as células
deciduais maduras mais proximas ao embrido (Figs. 7B, 8 e 9).

As camadas de células trofoblasticas gigantes (CTGs) presentes na
interface apresentaram-se dissociadas. Dessa forma, as CTGs foram
frequentemente observadas isoladas e imersas nos focos hemorragicos. Essas
células estavam em diversas fases de degeneracdo. A maioria se apresentava
arredondada com pequenas e poucas projecdes citoplasmaticas e o nucleo
apresentava cromatina com varios graus de condensacédo (Fig. 8). Entre elas,
algumas ainda podiam ser reconhecidas, mas o citoplasma ja ndo possuia forma
definida, e o nucleo apresentava grandes grumos de cromatina condensada (Fig.
9).

Préximas as células deciduais maduras mais proximas da interface e as
CTGs, foram observadas células em estagios avancados de morte celular, o que

nao permitiu que essas células fossem identificadas (Fig. 10).

1.2.2.- Animais que receberam o veneno de Bothrops jararaca e foram tratados

com soro antibotrépico, no 7,5°dp (VBj+SAB)

A analise histolégica do utero de camundongos que receberam o veneno
de B.jararaca e que foram tratados com SAB apds 3 horas, revelou que os tecidos
da interface materno-fetal apresentavam-se organizados. Assim, na regiao
antimesometrial uterina foi possivel observar todos os componentes que formam
a decidua antimesometrial (Fig. 11); do lado fetal, os constituintes vizinhos e os
mais proximos da interface também estavam presentes (Fig. 11).

Por toda a regido antimesometrial foi possivel observar inGmeros capilares
sanguineos, que continham em seu interior leucécitos, além de hemacias (Fig.
11).



As células deciduais maduras mais proximas da interface se apresentaram
organizadas em camadas, assim como as CTGs (Figs. 11 e 12). A membrana de
Reichert apresentava-se integra, levemente acidofila, e com as células da
endoderma apoiadas sobre uma das suas superficies (Figs. 11 e 12).

As células deciduais maduras mais proximas ao embrido apresentavam-se
bem afastadas umas das outras; eram volumosas e mostravam variacdo de
tamanho entre si. Seus nucleos eram grandes e elipticos, com nucléolos
evidentes e cromatina frouxa entremeada por grumos de heterocromatina. O
citoplasma, bastante extenso, apresentava-se basofilo (Fig. 12). Entre as células
deciduais com aparéncia saudavel, algumas exibiam sinais de degeneracao,
como o nucleo com cromatina mais condensada e citoplasma acidoéfilo (Fig. 12).
Debris celulares também estavam presentes nessa regiao (Fig. 12).

Entre as células deciduais, foi possivel observar células endoteliais,
constituintes dos muitos capilares sanguineos existentes na decidua
antimesometrial (Fig. 12).

As células trofoblasticas gigantes, localizadas entre a membrana de
Reichert e a primeira camada de células deciduais maduras, apresentavam
morfologia exuberante, muito semelhante & encontrada em animal ndo submetido
a nenhum tratamento, no 8,5°dp (Fig. 12). Eram células muito volumosas, com
formas irregulares e exibiam longos prolongamentos citoplasmaticos que muitas
vezes delimitavam espacos contendo hemacias, formando lagos sanguineos (Fig.
12). O nucleo, bastante grande, era constituido basicamente por cromatina frouxa,
evidenciando-se grandes nucléolos. No citoplasma de algumas dessas células era
possivel observar a presenca de granulos acidofilos de tamanhos variados (Fig.
12). Ainda, o citoplasma era fracamente basofilo e muitas vezes foi possivel
observar uma estreita faixa circundando o ndcleo, possivelmente a imagem
negativa de filamentos intermediarios (Fig. 13).

Entre as células trofoblasticas e as primeiras camadas de células
deciduais, foi possivel observar uma discreta quantidade de polimorfonucleares,

principalmente neutroéfilos (Fig. 13).



1.2.3 — Animais que receberam solucdo salina estéril e foram tratados com soro
antibotrépico, no 7.5°dp (Grupo Sal+SAB)

Neste grupo, controle, os tecidos materno e fetal encontravam-se
organizados. Assim, a regido antimesometrial do Utero desses animais mostrou as
caracteristicas morfolégicas ja descritas na literatura para camundongos prenhes
nao submetidos a nenhum tratamento, na mesma data de prenhez. Do lado
materno, foi possivel observar as células deciduais maduras ocupando grande
area da decidua antimesometrial, além das células pré-deciduais, mais proximas
umas das outras (Fig. 14).

Por toda a regido antimesometrial foram observados inUmeros capilares. A
maioria desses capilares exibia uma discreta quantidade de leucdcitos
polimorfonucleares em seu interior (Fig. 14).

As primeiras camadas de células deciduais maduras mais proximas ao
embrido apresentavam-se mais afastadas umas das outras, quando comparadas
as demais camadas, havendo entre elas grande quantidade de matriz
extracelular; eram volumosas e mostravam variacdo de tamanho entre si. O
citoplasma, extenso, apresentava-se basofilo. O nucleo dessas células era
eliptico, com cromatina frouxa entremeada por grumos de heterocromatina (Figs.
14,15 e 16).

Do lado embrionario, foram analisadas as camadas de CTGs cujos longos
e finos prolongamentos citoplasméticos entram em contato com os de outras
CTGs formando uma rede com espacos contendo sangue materno; estas células
préximas ou adjacentes as células deciduais, se apresentavam com enormes
propor¢cdes quando comparadas as células deciduais e eritrcitos (Fig. 15). Nos
espacos entre as células trofoblasticas gigantes, formando os lagos sanguineos
era possivel notar além das heméacias alguns polimorfonucleares (Fig. 15). O
citoplasma das CTGs, fracamente basodfilo, apresentava grande numero de
granulos heterogéneos distribuidos ao longo da periferia celular. Seu nucleo,
volumoso, apresentava-se irregular, com cromatina frouxa e grandes nucléolos
(Figs. 15, 16, 17 e 18).



A membrana de Reichert apresentava-se preservada e integra, estando em
contato com as ceélulas trofoblasticas gigantes, em sua superficie voltada para o
lado materno (Fig. 16).

Na interface materno-fetal, foram observados polimorfonucleares,
principalmente neutréfilos. Algumas vezes, esses leucécitos foram vistos em
recessos ou concavidades das células trofoblasticas ou no interior do citoplasma

dessas células (Figs. 17 e 18).

1.3- Analise ultraestrutural da regido antimesometrial do Utero

1.3.1- Animais do grupo VB

Ao microscopio eletrbnico de transmissédo, a andlise das células deciduais
maduras e das CTGs da interface materno-embrionaria revelou que, entre as
células sadias, havia muitas células em diferentes estagios de morte celular (Figs.
19 e 20).

Entre aquelas em degeneracdo, observou-se muitas vezes, que a
membrana plasmatica apresentava-se rompida ou ja havia desaparecido,
tornando os limites das células indefinidos (Fig.s 19 e 20); o citoplasma mostrava-
se bastante desorganizado, onde muitas vezes, ndo era mais possivel reconhecer
as organelas (Fig. 19) ao lado de outras onde organelas como lisossomos e
segmentos de reticulo endoplasmatico podiam, ainda, serem reconhecidos (Fig.
20).

Em algumas células que se encontravam ainda no inicio da morte celular,
as mitocbndrias ainda podiam ser reconhecidas, entretanto apresentaram-se
inchadas e com parte de suas cristas ja desaparecidas. Segmentos de reticulo
endoplasmatico, com ribossomos aderidos ou ndo as suas superficies, também
puderam ser observados e apresentavam-se dilatados. Com relacdo ao nucleo
das células deciduais maduras e das CTGs, a cromatina se apresentou em varios
graus de condensacdo. Entre essas células também foram observados debris

celulares (dados ndo mostrados).



1.3.2- Animais pertencentes aos grupos VBj+SAB e Sal+SAB

O exame ultraestrutural da decidua antimesometrial mostrou que tanto as
células deciduais maduras como as trofoblasticas apresentaram muitas
caracteristicas comuns e, portanto, a descricdo que se segue abrangera os dois
grupos.

Na interface materno-embrionaria foi possivel observar que as células
deciduais e as células trofoblasticas, apresentaram morfologia semelhante
aquelas células, em animais nesse periodo de prenhez ndo submetidos a
tratamento.

As células deciduais apresentaram nucleo com contornos irregulares
ocupando a regido central da célula. A heterocromatina estava esparsa no
nucleoplasma, na forma de grumos, e também associada a membrana nuclear
interna. J& a eucromatina foi encontrada dispersa no nucleoplasma (Figs. 21 e
23).

No citoplasma, o reticulo endoplasmatico rugoso era bem desenvolvido,
ocupando grande extensdo. Esse reticulo formava uma rede extensa cujas
cisternas se apresentaram geralmente dilatadas, e possuiam em seu interior,
material de elétron-densidade moderada (Figs. 21 e 23). Ocasionalmente,
pequenos segmentos de reticulo endoplasmatico liso foram encontrados
dispersos ou em continuidade com segmentos das cisternas rugosas.

As mitocdndrias, alongadas ou esféricas, exibiam as cristas transversais ao
seu maior eixo (Fig. 21) e os lisossomos, de tamanho e conteddo variados, foram
observados no citoplasma dessas células deciduais (Fig. 23).

Nas superficies das células deciduais foram vistas microvilosidades e
projecOes citoplasmaticas que conferiram irregularidade a superficie dessas
células. Alem disso, as células deciduais vizinhas apresentaram contiglidade
formando, em determinadas regides, jungdes especializadas (Fig. 23).

Entre as células deciduais, os espacos intercelulares se apresentaram
bastante amplos, onde os componentes amorfo e fibrilar da matriz extracelular
estavam presentes (Figs. 21 e 23). Ocasionalmente também foram encontradas
células endoteliais que constituiam as paredes dos capilares (Fig. 23), presentes

nessa regiao.



O complexo de Golgi se apresentava bem desenvolvido e era constituido
por um numero variavel de cisternas achatadas, paralelas e cujas extremidades
eventualmente apareciam dilatadas (Fig. 24).

As células trofoblasticas gigantes também apresentavam-se integras,
exibindo nucleo grande com cromatina frouxa (Figs. 22 e 25), muitas vezes sendo
possivel observar a presenca de nucléolos (Fig. 25).

No citoplasma, essas células continham grande quantidade de
polirribossomos livres dispersos por todo o citoplasma, e lisossomos primarios e
secundéarios que variavam em numero e tamanho, dependendo da regido
observada da célula (Fig. 22). As mitocondrias eram geralmente esféricas, com
invaginacdes da membrana interna formando tubulos (Fig. 22).

A superficie celular das células trofoblasticas mostrou-se bastante irregular,
apresentando muitos prolongamentos e microvilosidades. Nas areas de contato
entre essas células foram frequentemente observadas juncbes de adesdo (Fig.
22). Em algumas ocasides, extensas projecOes dessas células apresentavam-se

em contato com a superficie da membrana de Reichert (Fig. 25).

2— Determinacao do fibrinogénio plasméatico em camundongos, no 8,5°dp.

A dosagem do fibrinogénio plasméatico nas amostras de sangue materno
nos grupos VBj+SAB, Sal+SAB e VBj, no 8,5°dp, mostrou que entre aqueles
animais que ndo receberam veneno e foram tratados com soro antibotropico
(grupo Sal+SAB), e aqueles que receberam o0 veneno e posteriormente foram
tratados com soro antibotropico (VBj+SAB), ndo houve diferenca estatistica
(Sal+SAB — 1,266+0,309; VBj+SAB — 1,247+0,399). Entretanto, comparando-se o
grupo VBj (0,604+0,140) com o Sal+SAB, e o grupo VBj com o VBj+SAB,
observou-se que houve diferenca significativa entre os grupos, como mostrado na
Fig. 26.

3— Efeito do veneno da Bothrops jararaca sobre o desenvolvimento fetal, no

decorrer da prenhez.



3.1 — Avaliacéo da incidéncia de reabsorcao fetal no 18,5° dia de desenvolvimento

A confirmacdo da prenhez foi feita através de exame macroscopico e
histolégico dos corpos luteos gravidicos nos ovarios.

A incidéncia de reabsorcdo total dos fetos nao foi estatisticamente
significativa (p=1) nos animais pertencentes ao grupo VBj+SAB (3/11) em relag&o
aos animais do grupo Sal+SAB (3/11).

Entre os animais pertencentes aos dois grupos estudados, além da
reabsorcdo total, alguns animais apresentaram reabsorcdo parcial de fetos
(VBj+SAB = 5/11; Sal+SAB = 7/11), entretanto ndo houve diferenga significativa
(p=0,65). Nesses animais, foi possivel observar segmentos do Utero onde pontos
escuros (acastanhados) eram observados e que correspondiam a embrides que
nao se desenvolveram ao lado de fetos totalmente desenvolvidos, na mesma

mae.

3.2 — Andlise externa e esquelética dos fetos, no 18,5° dia de desenvolvimento.

Entre os fetos pertencentes a mées que foram submetidas ao veneno da
B.jararaca ou a salina e, apés 3 horas, foram tratadas com o soro antibotrépico,
nao foram encontradas alteracdes morfoldgicas externas. Todos os fetos que
foram a pré-termo eram viaveis.

A analise esquelética também n&o revelou nenhuma alteracdo nos dois
grupos estudados. Tanto nos animais pertencentes ao grupo VBj+SAB como
Sal+SAB, todos os pontos de ossificacdo foram observados, estando presentes e

completos (Fig. 27 e 28).

3.3 — Peso dos fetos e placentas

Os fetos foram pesados e observou-se que houve uma reducdo do peso
corpOreo entre aqueles pertencentes ao grupo Sal+SAB (0,96g+0,3), quando
comparados com aqueles do grupo VBj+SAB (1,15g+0,1), havendo diferenca

estatistica entre os grupos estudados (Figura 29). Entretanto, entre as placentas



dos dois grupos estudados, o peso era semelhante — VBj+SAB = 0,18g9+0,02 e
Sal+SAB = 0,18+0,02, ndo havendo diferenca significativa (Fig. 30).
Dentro de uma mesma ninhada, os fetos apresentavam tamanhos

homogéneos e pesos semelhantes, nos dois grupos estudados.

3.4— Peso materno

Como esperado, houve um ganho de peso materno nos dois grupos
estudados, no periodo compreendido entre o 8,5° e 18,5°dp (Fig. 31). Quando
comparada a média de ganho de peso entre as maes pertencentes aos dois
grupos, a analise estatistica revelou que nao houve diferenca significativa
(p=0,75) (Tabela 1).



FIGURAS




Cornos uterinos

Fig. 6. Utero de camundongo no 8,5°dp, exibindo os locais de implantacdo dos
embrides (*), dispostos ao longo do maior eixo dos cornos uterinos. Ovério (Ov).

Tuba uterina (Tu).






VBj

Figs. 7-10. Fotomicrografias de cortes transversais da regidao antimesometrial de
camundongos no 8,5°dp, tratados apenas com o veneno de B.jararaca, no 7,5°dp.
Coloragao: H&E.

Fig. 7A. Aspecto da regido da interface materno-fetal e camada de células
deciduais maduras. A extensa area hemorragica e o edema deslocaram as
primeiras camadas de células deciduais maduras (CD). As células trofoblasticas
gigantes n&o séo observadas nessa fotomicrografia.

Fig. 7B. Maior aumento da regido da interface materno-fetal observada em 7A.
Notamos uma grande desorganizacdo com extensa area hemorragica (H) e
edema (*); as células deciduais maduras (CD) apresentavam-se em diversos
estagios de degeneracdo. A membrana de Reichert (R) apresentava-se dilatada,
com a presenca de células da endoderme (EN). Leucécitos (L). Embrido (E).

Fig. 7C. Detalhe da figura anterior mostrando células deciduais que se
destacaram do tecido materno (estrela).

Fig. 8. Camadas de células trofoblasticas gigantes (T), na interface materno-
embrionaria, em degeneracéo, dissociadas e imersas nos focos hemorragicos (H).
Entre as células trofoblasticas gigantes foram observados muitos leucocitos (L)
fora dos vasos sanguineos.

Fig. 9. Detalhe de uma célula trofoblastica gigante em fase inicial de
degeneracdo, apresentando nucleo com grandes grumos de cromatina
condensada e citoplasma com aspecto vitreo. Ao redor dessa célula foram
observados muitos leucécitos (L) fora dos capilares.

Fig. 10. Detalhe de um grupo de células em estagio avancado de morte celular,

onde foi possivel observar ndcleos picnéticos e porgdes reduzidas de citoplasma.






VBj+SAB

Figs. 11-13. Fotomicrografias de cortes transversais da regido antimesometrial do
Utero de camundongos no 8,5°dp tratados, no 7,5°dp, com veneno bruto de
B.jararaca e submetidos, apds 3h, ao soro antibotropico.

Coloragao: H&E.

Fig. 11. Vista geral. Os tecidos materno e embrionario se apresentaram bem
organizados, com a presenca da membrana de Reichert (R) integra. Muitos
capilares sanguineos, contendo polimorfonucleares (setas), foram notados por
toda a extenséo da decidua. Células deciduais (CD).

Fig. 12. Detalhe da interface materno-embrionaria. As células deciduais maduras
(CD) mais proximas da interface materno-embriondria apresentaram-se
alongadas e afastadas umas das outras, possuindo morfologia tipica de células
saudaveis. As células trofoblasticas gigantes (T) formavam uma camada continua
de células proximas ou adjacentes as células deciduais maduras. Nos espacos da
rede de células trofoblasticas foi possivel observar a presenca de células
sanguineas (cabeca de seta). A membrana de Reichert (R) estava integra, com a
presenca de células da endoderme (EN) apoiadas sobre uma de suas superficies.
Proxima a essa membrana foram observados debris celulares (*) e células em
diversos graus de degeneracéao (setas). Capilar (c).

Fig. 13. Detalhe de uma célula trofoblastica gigante (T) exibindo nucleo com
cromatina frouxa, e o citoplasma contendo um grande feixe de filamentos (*).

Proximos a essa célula, foram notados alguns leucdcitos (L).






Sal+SAB

Figs. 14-18. Fotomicrografias de cortes transversais da regido antimesometrial do
Gtero de camundongos no 8,5°dp tratados, no 7,5°dp, com salina estéril e, apos 3
horas, submetidos ao soro antibotropico.

Coloracao: H&E.

Fig. 14. Vista geral. Os tecidos materno e embrionario estavam organizados,
apresentando células deciduais (CD) ocupando grande extensdo do Utero. Entre
as células deciduais foi possivel observar capilares sanguineos (setas), muito
comuns nessa regidao. Embrido (E).

Fig. 15. As células trofoblasticas gigantes (T), préximas e adjacentes as células
deciduais maduras (CD), estavam em contato com 0Ss espagos contendo
hemacias (*).

Fig. 16. Na interface materno-embrionéria, as células trofoblasticas gigantes (T)
formavam uma camada continua de células, em contato com uma das superficies
da membrana de Reichert (R).

Fig. 17. Detalhe de uma célula trofoblastica gigante exibindo nucleo com
cromatina frouxa e citoplasma fracamente basoéfilo, adjacente a células deciduais.
Polimorfonucleares (seta) foram encontrados em recessos ou concavidades das
células trofoblasticas gigantes.

Fig. 18. Detalhe de uma regido da interface mostrando um polimorfonuclear muito
préximo a célula trofoblastica gigante (seta), ou ja no interior desta célula (cabeca

de seta).






Eletromicrografias da decidua antimesometrial de camundongos no 8,5°dp,
pertencentes ao grupo que foi apenas tratado com veneno de B.jararaca.

Fig. 19. Célula decidual madura, da regido da interface mée-feto, em processo de
morte celular. A membrana plasmatica estava ausente e o citoplasma bastante
desorganizado, ndo sendo mais possivel reconhecer as organelas caracteristicas
dessa célula. O nucleo (N), apesar de presente, ndo apresentava o padrdo de
cromatina caracteristico dessa célula.

Fig. 20. Célula trofoblastica gigante em processo de morte celular. Ainda era
possivel reconhecer o nucleo (N) e os lisossomos (L) presentes no citoplasma,

desorganizado. Restos do reticulo endoplasmatico (Re).






Eletromicrografias da decidua antimesometrial de camundongos no 8,5°dp,
pertencentes aos grupos VBj+SAB (Figs. 23, 24 e 25) e Sal+SAB (Figs. 21 e 22).
Fig. 21. Ceélula decidual pertencente a interface méae-feto, exibindo nucleo
irregular (N) e reticulo endoplasmatico (Re) bem desenvolvido, ocupando grande
area do citoplasma. Entre as células deciduais foram observados espacos amplos
(*), preenchidos por microvilosidades e matriz extracelular. Mitocondria (m).

Fig. 22. Parte de duas células trofoblasticas gigantes com nucleos (N) contendo
cromatina frouxa e citoplasma com muitos lisossomos (L), de tamanhos variados.
Notar a presenca de juncdes (J) formadas por projecdes citoplasmaticas, que sao
melhor observadas no inserto, no canto superior direito. Mitocondria (m).

Fig. 23. Parte de duas células deciduais da regido da interface materno-fetal,
exibindo juncbes (J) entre elas. Uma célula endotelial (En), componente da
parede de um capilar, também pode ser observada, préxima as células deciduais.
Lisossomo (L). Espaco extracelular (estrela). Nucleo (N).

Fig. 24. Detalhe de uma célula decidual exibindo duas secc¢des de complexo de
Golgi (CG) bem desenvolvidos, no citoplasma. Nucleo (N).

Fig. 25. Detalhe de parte de uma célula trofoblastica gigante e um de seus
prolongamentos em forma de delgada lamina citoplasmatica (seta), em contato
intimo com uma das superficies da membrana de Reichert (R). Nucléolo (nu)

proeminente também foi observado.






Fig. 26. Valores médios de fibrinogénio em camundongos no 8,5°dp tratados, no
7,5°dp, com salina ou veneno botrépico e submetidos ao soro antibotrépico, apos
3 horas (Sal+SAB e VBj+SAB, respectivamente), e apenas tratados com veneno
botrépico (VB;j). Notar que houve reducao no valor médio do fibrinogénio no grupo

VBj, estatisticamente significativa, quando comparado com 0s outros dois grupos.
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Andlise esquelética

Figs. 27 e 28. Fetos de camundongos diafanizados e corados com vermelho de
alizarina S pertencentes a duas proles de maes a pré-termo (18,5°dp) que
receberam, no 7,5°dp, veneno bruto de B.jararaca (Fig. 27) ou salina estéril (Fig.
28), e, apobs 3 horas, foram tratadas com soro antibotrépico. Notar que os fetos de
ambos 0s grupos nhao apresentaram alteracdes esqueléticas e possuiam

tamanhos homogéneos.






Fig. 29. Peso médio dos fetos no 18,5° dia de desenvolvimento. Notar que houve
reducdo de peso entre os fetos pertencentes ao grupo Sal+SAB, estatisticamente

significativo, quando comparado com o grupo VBj+SAB.
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Fig. 30. Peso médio das placentas dos animais, no 18,5°dp, pertencentes aos
dois grupos estudados. O peso das placentas era semelhante, nos dois grupos,
ndo havendo diferenca estatistica.
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Fig. 31. Ganho de peso das maes nos grupos VBj+SAB e Sal+SAB, entre 0 7,5° e
0 18,5°dp. Notar que em ambos 0s grupos houve ganho de peso materno, no

decorrer da prenhez, ndo havendo diferenca significativa entre os mesmos.
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Tabela 1 — Peso médio de camundongos no 7,5°dp e 18,5°dp pertencentes aos grupos de animais
que receberam veneno de B.jararaca (VBj+SAB) ou salina estéril (Sal+SAB) e tratados, apos 3h, com o soro
antibotrépico (p=0,75).

7.5°dp (9) 18.5°dp (g) Ganho médio de peso (Q)
VBj+SAB 32,35+4.69 47,02+6,75 14,67+4,41
(n=11)
Sal+SAB 28,42+2,28 41,53+4,56 13,11+3,2

(n=11)




VI - Discussao

No presente trabalho, foi avaliada a eficacia do soro antibotrépico (SAB)
em camundongos prenhes submetidos ao veneno bruto da serpente Bothrops
jararaca (Bj). Para tanto, o veneno foi administrado aos camundongos no 7,5° dia
de prenhez (dp) e, ap6s 3 horas, os animais foram tratados com o0 soro
antibotropico (grupo VBj+SAB). Como controle, um grupo de animais recebeu
solucéo salina estéril e, apdés 3 horas, também foi submetido a soroterapia (grupo
Sal+SAB). Ainda, foi incluido no planejamento experimental um grupo de animais
que recebeu somente o veneno botrépico e ndo foi tratado com o soro (grupo
VBj), com o objetivo precipuo de avaliar a efichcia do lote de veneno de
B.jararaca, comparando os resultados com os de Spadacci-Morena et al. (2006),
gue utilizaram o mesmo veneno.

Inicialmente, foi observado, nos 3 grupos estudados, que os tratamentos
administrados ndo provocaram morte materna, estando os animais higidos, 24
horas apds os tratamentos. Com relacdo aos animais que receberam o veneno
botrépico, a viabilidade dos mesmos era esperada, pois a dose utilizada (0,24mg
de veneno de Bj/ kg de peso do animal — 10% da DLsp) corresponde a um
envenenamento leve a moderado. De acordo com Spadacci-Morena et al. (2006),
qgue utilizaram a mesma dose, via de administracdo e dia de prenhez, o veneno
botrépico ndo foi capaz de alterar os indices hematimétricos e nem alterar os
valores de TP e TTPa, 24 horas apds o0 envenenamento. Apesar disso, neste
trabalho, assim como no trabalho dos autores acima citados, essa dose foi capaz
de provocar alteragdes no nivel plasmatico de fibrinogénio nos animais.

Apos 24 horas dos tratamentos, foi realizado o estudo histolégico do atero,
mais precisamente da regido antimesometrial, pois, em camundongos no 8,5°dp,
a placenta definitiva (localizada na regi&o mesometrial) ainda n&o esta formada e
funcional. Portanto, nessa fase da gestacdo, cabe a decidua antimesometrial a
funcdo de fazer as trocas gasosas e de nutrir os fetos (Krehbiel, 1937). Nessa

fase do desenvolvimento gestacional, a decidua antimesometrial atinge um alto



grau de complexidade sendo essencial para o sucesso da prenhez (Bridgman,
1948; Velardo et al., 1953; De Feo, 1967; Kleinfeld et al., 1976; Finn, 1977,
O’Shea et al.,, 1983; Cinquetti & Rinaldi, 1987; Abrahamsohn & Zorn, 1993).
Quanto ao embrido, no 8,5° dia de desenvolvimento, a organogénese esta muito
acelerada e os fetos sdo bastante susceptiveis a agentes teratogénicos (Rugh,
1968)

No nosso estudo, entre 0s animais pertencentes ao grupo VBj, os tecidos
da interface materno-embrionaria estavam desorganizados, com a presenca de
células deciduais necréticas, polimorfonucleares em grande quantidade e areas
hemorragicas extensas. Vale ressaltar que neste periodo da prenhez é muito
comum, na regido antimesometrial, observar células deciduais proximas da
interface materno-fetal em degeneracdo, entretanto, trata-se de uma morte
programada, por apoptose, propria dessa fase da prenhez (Katz & Abrahamsohn,
1987; Correia da Silva et al., 2004), e ndo uma morte patoldgica, por necrose. As
células trofoblasticas gigantes também apresentaram caracteristicas de células
necroticas, exibindo morfologia diferente daquela encontrada na literatura (Katz &
Abrahamsohn, 1987). Ultraestruturalmente, a presenca, na interface materno-
fetal, de células trofoblasticas gigantes e células deciduais maduras com
membrana plasméatica rompida ou ausente e citoplasma contendo organelas em
degeneracdo ou, muitas vezes, ndo mais identificadas, confirmaram as
observacdes da andlise histolégica, ao microscopio de luz. Esses achados sao
semelhantes aqueles descritos por Spadacci-Morena et al. (2006), que também
submeteram camundongos prenhes ao veneno de Bj. Esses autores discutem
que, apesar de no 8,5°dp estar ocorrendo, naturalmente, regressdo da decidua
antimesometrial para promover o aumento do espaco para o feto em crescimento,
as caracteristicas histologicas acima citadas ndo sdo observadas, nessa fase de
desenvolvimento da prenhez, em animais ndo submetidos a qualquer tipo de
tratamento. Outros estudos também mostraram que a administracdo de veneno
ofidico em diferentes animais, também no inicio da prenhez, causou
frequentemente alteragdes no binbmio méae-feto que culminaram com aborto ou
reabsorcédo fetal (Penn et al., 1971; Clavert & Gabriel Robez, 1974; Mohamed &
Nawar, 1975; Bauab et al., 1997).



A grande quantidade de leucdcitos polimorfonucleares no interior dos
capilares, ao longo de toda a regido ocupada pela decidua antimesometrial, nos
leva a crer que eles estariam sendo recrutados para a regido da interface
materno-fetal, onde as caracteristicas morfolégicas, tais como, infiltrado
leucocitario, edema e hemorragia, indicam a presenca de um processo
inflamatorio. De acordo com Farsky et al. (1997), o recrutamento de leucdcitos
nao € feito diretamente pelo veneno, mas indiretamente pela secrecdo ou
ativacdo de componentes enddgenos, como por exemplo, leucotrieno B, e
tromboxano A,. As proprias células necréticas poderiam ativar o sistema
complemento e gerar componentes quimiotaticos para atrair polimorfonucleares
para essa regiao.

Em nossa pesquisa, 0s exames ao microscopio de luz e eletrénico de
transmissao, da regiao antimesometrial uterina daqueles animais que receberam
o veneno de Bj ou salina estéril e, apés 3 horas, foram tratados pelo soro
antibotrépico (grupos VBj+SAB e Sal+SAB, respectivamente) revelaram células
deciduais maduras e trofoblasticas semelhantes aquelas ja descritas na literatura
(Bulmer & Dickson, 1961; Jollie & Bencosme, 1965; Enders & Schlafke, 1967;
Finn & Lawn, 1967; Tachi et al., 1970; Katz & Abrahamsohn, 1987; Abrahamsohn
& Zorn, 1993; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988; 1989; 1994), e auséncia de
edema, foco hemorragico e infiltrado leucocitario, em toda a extenséao da decidua.
Células deciduais maduras em degeneracdo, préximas ao embrido, foram
notadas, mas faziam parte da involucdo natural da decidua antimesometrial
(Welsh & Enders, 1985; Katz & Abrahamsohn, 1987).

Apesar da similaridade morfolégica entre as células constitutintes da
interface materno-fetal, na regido antimesometrial, descrita na literatura e aquela
observada nos grupos VBj+SAB e Sal+SAB, uma discreta quantidade de
polimorfonucleares foi observada tanto fora dos vasos, na regido da interface
mae-feto, como no interior dos capilares presentes por toda a extensdo da
decidua antimesometrial. O recrutamento dos leucdcitos pode ter ocorrido em
decorréncia de uma agéo direta ou indireta do fenol, conservante presente no
soro antibotrépico, que, de acordo com Zychar et al. (2008), tem a capacidade de
aumentar a adesdo leucocitdria e sua subsequente migracdo para o tecido

subjacente.



Por volta do 8,5°dp, a membrana de Reichert € a Unica barreira continua
que separa os tecidos materno e embrionario. Sua presenca nesta regido sugere
que ela atue como uma barreira seletiva, permitindo a passagem de algumas
moléculas, importantes para as trocas metabdlicas entre o feto e a mae, e
impedindo a passagem de outras moléculas ndo necessarias ou até nocivas para
o embrido (Jollie, 1968). Quando os animais receberam apenas o veneno da Bj
(Grupo VBj), muitas vezes a membrana de Reichert estava rompida, expondo,
dessa forma, o embrido aos agentes deletérios resultantes do envenenamento
materno, que provavelmente culminaram com a reabsorgao fetal, ou mesmo com
a diminuicdo dos tamanhos e pesos dos fetos a pré-termo. Ja nos animais que
foram tratados com o soro (Grupos VBj+SAB e Sal+SAB), a membrana de
Reichert estava integra, mostrando dessa forma que o soro foi capaz de preservar
a membrana, protegendo, dessa forma, o embrido.

Os resultados observados nesses 2 grupos de animais mostraram que,
apesar do SAB ser produzido a partir de imunoglobulinas de cavalos, ele néo foi
capaz de provocar alteracbes morfologicas importantes na decidua
antimesometrial, 24 horas ap0s a soroterapia.

Acidentes com serpentes pertencentes ao género Bothrops provocam
hipofibrinogenemia ou mesmo afibrinogenemia em humanos (Rosenfeld, 1971,
Kamiguti et al., 1986; Maruyama et al., 1990; Cardoso et al., 1993), em mulheres
gravidas (Zugaib et al.,, 1985; Otero et al., 1992; Otero et al.,, 2002) e,
experimentalmente, em animais que receberam veneno botropico (Sano-Martins
et al.,, 1995; Fernandes et al., 2000; Santoro & Sano-Martins, 2004; Spadacci-
Morena et al., 2006). O consumo parcial ou total do fibrinogénio é devido a
ativacdo dos fatores da coagulacdo — principalmente os fatores X, Il e | —
presentes nos venenos botrépicos (Kamiguti & Cardoso, 1989; Kamiguti & Sano-
Martins, 1995).

A importancia do fibrinogénio na manutencdo da gestagdo tem sido
extensivamente discutida, tanto em humanos (Nelson et al., 2001; 2002; Inbal &
Muszbek, 2003) como em animais (Sueh et al., 1995; Iwaki et al.,, 2002),
mostrando uma intima associacao entre a diminuicdo ou auséncia de fibrinogénio

materno e perda fetal.



No nosso estudo, os niveis plasmaticos de fibrinogénio (Fg) nos grupos
Sal+SAB e VBj+SAB eram semelhantes entre si e ao reportado por Iwaki et al.
(2002) para camundongos prenhes que n&do receberam nenhum tratamento.
Ainda de acordo com esses autores, essa quantidade de Fg materno é suficiente
para manter a gestacdo. De fato, nos nossos animais no 8,5°dp, a decidua
antimesometrial encontrava-se organizada o que, possivelmente, contribuiu para
recém-nascidos saudaveis, como sera discutido adiante. Ja entre os animais que
receberam o veneno botropico e ndo foram submetidos a soroterapia, houve
diminuicdo do Fg plasmatico materno e a decidua se apresentou com morfologia
bastante alterada. Spadacci-Morena (2005), utilizando o mesmo protocolo nosso,
observou uma maior incidéncia de reabsorcao fetal entre camundongos prenhes
submetidos ao veneno botropico, quando comparado com o grupo controle que foi
tratado somente com salina. De acordo com Iwaki et al. (2002) a presenca de
fibrinogénio materno € importante para a estabilizagdo da matriz extracelular, na
interface materno-fetal, onde o fibrinogénio se liga a fibronectina e/ou a integrina
asB1 (Suehiro et al, 2000). Possivelmente, a diminuicdo do fibrinogénio
plasmatico entre os animais pertencentes ao grupo VBj, poderia ter provocado a
sua diminuicdo também na matriz extracelular, levando a destruicdo da sua
integridade.

Neste trabalho, ficou claro que o SAB foi capaz de restabelecer o Fg
plasmatico nas mées, mostrando a eficacia da soroterapia. Anteriormente, Sano-
Martins et al. (1995) também mostraram a eficacia do SAB no restabelecimento
do fibrinogénio plasmético, em caes submetidos, experimentalmente, ao
envenenamento por B.jararaca.

Com o objetivo de avaliarmos o indice de sobrevida fetal, as caracteristicas
externas e esqueléticas dos fetos, o peso materno ao longo da gestacdo e o peso
da placenta, parte dos animais pertencentes aos grupos VBj+SAB e Sal+SAB
foram levados a pré-termo. Os parametros acima citados foram analisados com o
objetivo de relaciona-los com o tratamento com o soro antibotropico.

Com relagéo a esses animais que foram a pré-termo, ndo houve morte ou
sinal de toxicidade entre os animais pertencentes a ambos 0s grupos. Todos os
animais, independente do grupo a que pertenciam, ganharam peso ao longo da

gestacdo, mostrando que os tratamentos nao foram capazes de provocar



alteracbes fisiolégicas importantes. As placentas, em ambos 0s grupos,
apresentaram pesos semelhantes, ndo havendo diferenga estatistica significativa
entre 0s grupos. Esses resultados mostraram que o SAB protegeu as maes de
possiveis efeitos deletérios provocados pelo veneno e que 0 soro per se nao
provocou nenhuma reacéo adversa nas maes.

Experimentalmente, animais prenhes tratados com diferentes venenos
ofidicos podem apresentar interrupcdo da gestacédo (Penn et al., 1971; Clavert &
Gabriel-Robez, 1974; Mohamed & Nawar, 1975; Gabriel-Robez & Clavert, 1980;
Bauab et al., 1997). Especificamente envolvendo envenenamento por B.jararaca,
Spadacci-Morena (2005) mostrou que em animais submetidos ao veneno de Bj e
gue foram a pré-termo, o niumero de regressdes ocorridas era maior nesse grupo,
guando comparado com o grupo controle, submetido a salina. No nosso estudo,
no 18,5°dp, em ambos os grupos, foram observados animais onde ocorreu
regressao total da prenhez ou regressdes pontuais, ao longo dos cornos uterinos,
entretanto a analise estatistica mostrou ndo haver diferenca significativa entre os
grupos. Portanto, nestes casos, as regressdes devem estar relacionadas com o
estresse provocado pela manipulagéo dos animais e néo pelo tratamento a que os
animais foram submetidos. Possivelmente, a manutencao da gestagcéo se deve ao
tratamento com o soro, que foi capaz de restabelecer o fibrinogénio plasmético
materno e de preservar a morfologia uterina, mais especificamente da decidua
antimesometrial, fatores estes decisivos para o desenvolvimento de embribes
viaveis.

Em nossa investigacdo, ndo foram observadas alteracdes externas e
esqueléticas nos dois grupos estudados. Spadacci-Morena (2005) também néo
notou essas alteracbes em animais que receberam o0 veneno da Bj, entretanto
examinando separadamente as ninhadas de mées que haviam recebido o veneno
botrépico, esse autor notou que os fetos dessas ninhadas apresentavam
tamanhos bastante heterogéneos, quando comparados com fetos de ninhadas
pertencentes ao grupo controle. No nosso estudo, dentro de uma mesma ninhada,
os fetos pertencentes a ambos os grupos apresentavam tamanhos homogéneos e
pesos semelhantes. Estes resultados mostram que o SAB foi capaz de preservar
o desenvolvimento dos fetos, sem causar reagcbes adversas dentro de uma

mesma ninhada.



Ainda com relacdo aos fetos, nosso estudo mostrou que havia uma
diminuicdo do peso médio corpdéreo dos fetos pertencentes ao grupo Sal+SAB,
quando comparado com o grupo VBj+SAB. E possivel que o soro, ndo estando
associado ao veneno, circule livremente no organismo materno e chegue na
regido antimesometrial, ou mesmo na regido mesometrial, onde a placenta esta
sendo desenvolvida, provocando alguma reacdo que poderia comprometer o
ganho de peso fetal.

O estudo histologico da decidua mesometrial, que contribui para a
formacdo da placenta, estd em andamento, utilizando como modelo

camundongos submetidos ao veneno botrépico e tratados com soro.



VIl - Consideracdes finais

1- O soro antibotrépico ndo provocou nenhuma reacao do tipo anafilactéide, entre
os camundongos prenhes, que permaneceram higidos durante todo o periodo
experimental;

2- Na regido antimesometrial, no 8,5°dp, os sitios de implantacdo dos animais em
que o veneno da B. jararaca foi administrado e, apés 3 horas, ocorreu o
tratamento com o soro (VBj+SAB), a regido da interface materno-fetal manteve-
se organizada a semelhanca do observado no grupo Sal+SAB;

3- Igualmente, em relagdo ao embrido, nos animais do grupo VBj+SAB, 0 soro
antibotrépico foi capaz de manter a morfologia das células trofoblasticas gigantes
e da membrana de Reichert, a semelhanca do observado entre os animais do
grupo Sal+SAB;

4- Os animais do grupo VBj, apresentaram, macroscopicamente, Uteros com
caracteristicas semelhantes aos de animais prenhes saudaveis, mas isto ndo
ocorreu microscopicamente, com o aparecimento de dissociacédo, degeneracao e
morte celular na interface materno-embrionéria,;

5- Entre os animais que receberam o veneno de Bj e que foram tratados,
posteriormente, com o soro antibotrépico (grupo VBj+SAB), o nivel plasmatico de
fibrinogénio materno era semelhante aguele observado entre os animais do grupo
Sal+SAB, 24 horas ap0s o tratamento, isto €, no 8,5°dp. O veneno da B. jararaca
provocou a diminuigdo do valor do fibrinogénio plasmatico materno no grupo VBj,
que foi significante, quando estatisticamente comparado com os valores do
fibrinogénio nos outros dois grupos;

6- Entre os animais que foram a pré-termo, os fetos ndo apresentaram alteracdo
externa ou esquelética em ambos os grupos estudados (VBj+SAB e Sal+SAB);

7- Ainda entre os fetos no 18,5° dia de desenvolvimento, ndo houve prevaléncia
de reabsorgGes fetais entre os grupos VBj+SAB e Sal+SAB;

8- O soro antibotropico foi capaz de provocar a reducdo do peso dos fetos a pré-

termo, pertencentes ao grupo Sal+SAB.



VIIl - Conclusao

Os resultados apresentados neste estudo permitem concluir que a
administracéo do soro antibotrépico, 3 horas apds o envenenamento, foi capaz de
preservar a prenhez, ndo provocando reacfes adversas nas maes e prejuizo no
desenvolvimento fetal. Ainda, o soro per se ndo provocou nenhuma alteracao
morfoldgica uterina que pudesse provocar reabsorcéao fetal.

Em conjunto, este trabalho reforca que o soro antibotrépico deve ser

administrado, mesmo quando n&o hé sinais aparentes de envenenamento.
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