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ACAO ANTIOFIDICA DA CREOLINA® FRENTE A PECONHA DE Bothrops
jararaca EM RATOS: ASPECTOS CLINICOS, HEMATOLOGICOS E
HISTOPATOLOGICOS

RESUMO GERAL - Os acidentes ofidicos representam um grave problema de
saude Unica no mundo, além de prejuizos econémicos nos sistemas de producao
animal. No Brasil, serpentes do género Bothrops séo responsaveis pela maioria dos
acidentes. O tratamento especifico preconizado no Brasil € a utilizacdo do soro
antibotropico pentavalente associado ao tratamento auxiliar sintomatico, de acordo
com a gravidade do acidente. No entanto, essa conduta terapéutica apresenta
dificuldades na obtencdo e distribuicdo, alto custo, reacdes imunoldgicas
consideraveis e ndo é eficaz frente aos danos teciduais locais causados pela
peconha. Diante disso, novas terapias que tratem os efeitos do veneno e/ou
complementem a soroterapia se fazem necessérias. Este estudo tem como objetivo
avaliar a possivel atividade antiofidica da Creolina® frente a peconha de Bothrops
jararaca. Em ratas Wistar adultas, foi inoculado a peconha botropica por via
intramuscular, e imediatamente apdés administrada Creolina® por via oral, tdpica,
intramuscular e a mistura: (Peconha + Creolina®), por via intramuscular. Os animais
foram avaliados clinicamente por oito horas, em seguida eutanasiados para coleta
de amostras de sangue e tecidos. Os grupos que tiveram contato com a Creolina®
por via oral, topica e muscular separadamente desenvolveram a sintomatologia local
e achados laboratoriais semelhantes ao grupo que recebeu apenas o veneno. Ja 0s
animais inoculados com a peconha junto a Creolina® em uma mistura, ndo
apresentaram sinais caracteristicos da a¢do local do veneno (necrose, hemorragia)
e apresentaram parametros hematologicos dentro da normalidade. Tais resultados
sugerem que a Creolina® isoladamente ndo apresente acdo antiofidica, porém
guando misturada a peconha botropica possa inativar parcialmente seus
componentes bioativos. Diante disso, mais estudos sdo necessarios para avaliacdo
dessa terapia alternativa utilizada empiricamente.

Palavras-chave: Antiveneno, veneno botrépico, alcatrdo de hulha, terapia

alternativa, etnofarmacologia
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ANTIOFIDIC ACTION OF CREOLIN® AGAINST Bothrops jararaca VENOM IN
RATS: CLINICAL, HEMATOLOGICAL AND HISTOPATOLOGICAL ASPECTS

ABSTRACT - Snakebites represent a serious one health problem in the world, as
well as economic losses in animal production systems. In Brazil, snakes of the genus
Bothrops are responsible for most accidents. The specific treatment recommended in
Brazil is the use of pentavalent antibotropic serum associated to the symptomatic
auxiliary treatment, according to the severity of the accident. However this
therapeutic treatment presents difficulties in obtaining and distribution, high cost,
considerable immunological reactions and is not effective against to local tissue
damage caused by venom. Therefore, new therapies that treat the effects of venom
and/or complement the serum therapy are necessary. This study aims to evaluate the
possible antiofidic activity of Creolin® against Bothrops jararaca venom. In adult
Wistar rats, the bothropic venom was inoculated intramuscularly and immediately
after administration of Creolin® orally, topically, intramuscularly, and the mixture:
(Venom + Creolin®), intramuscularly. The animals were clinically evaluated for eight
hours, then euthanized for collection of blood and tissue samples. Groups that had
oral, topical, and muscle contact with Creolin® separately developed local
symptomatology and laboratory findings similar to those receiving only the venom.
However, the animals inoculated with the venom with Creolin® in a mixture did not
show signs of local venom action (necrosis, hemorrhage) and presented
hematological parameters within the normal range. These results suggest that
Creolin® alone does not present antiofidic action, but when mixed the bothropic
venom can partially inactivate its bioactive components. Therefore, more studies are
needed to evaluate this alternative therapy used empirically.

Keywords: Antivenom, bothropic venom, coal-tar, alternative therapy,

ethnopharmacology
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CONSIDERACOES INICIAIS

Os acidentes envolvendo serpentes venenosas sdo considerados um grave
problema de saude Unica em todo globo, especialmente nos paises de clima tropical
e subtropical devido a maior prevaléncia dos casos. Atualmente séo classificados
como uma doenca tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude
(BRASIL, 2001).

Segundo o Ministério da Saude, no Brasil em 2017 foram mais de 30 mil
notificacbes, aproximadamente 14,6 casos para cada 100.000 habitantes. O género
Bothrops € responséavel por mais de 90% dos acidentes no pais, esses animais sdo
popularmente conhecidos como “jararaca”, “ouricana”, “caigara”, entre outros
(BRASIL, 2017).

A peconha das serpentes botropicas, € uma mistura complexa de compostos
proteicos e nao-proteicos capaz de provocar, lesdes graves com sequelas locais e
sistémicas que podem culminar na morte das vitimas. As manifestacdes locais
causadas pelo veneno sao principalmente: dor, edema, hemorragia e necrose; e as
alteracdes sistémicas: distirbios da coagulacdo, choque, alteracbes renais e
cardiovasculares (PINHO; PEREIRA, 2001).

Em animais, os acidentes por serpentes venenosas apresentam consideravel
notoriedade mesmo com dados epidemioldgicos escassos na literatura devido a nao
obrigatoriedade de notificacdo. O diagnéstico do empeconhamento ofidico
atualmente constitui um desafio para o médico veterinario, pois as espécies
domésticas apresentam diferentes graus de susceptibilidade aos venenos. Além da
sensibilidade interespecifica, o tipo de veneno, o tamanho da vitima e a quantidade
de peconha inoculada, podem causar sintomatologia distinta nos animais e com
isso, sendo necessario além do tratamento especifico, diferentes métodos de terapia
auxiliar sintomatica (BRASIL, 2017).

O tratamento especifico preconizado nos casos de acidentes envolvendo
serpentes botropicas € o uso do soro antibotrépico pentavalente associado a terapia
sintomatica. A utilizacdo do soro, apresenta desvantagens significativas que muitas
vezes inviabilizam o tratamento especifico. Esse produto nédo é facilmente distribuido

nas regides mais remotas do pais, apresenta alto custo de producéo, ndo atua sobre
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a sintomatologia local e deve ser administrado o mais breve possivel, pois a partir de
certo tempo e instalado os sintomas o0 soro pode ndo apresentar resultados
significativos. Podemos considerar também como desvantagem do uso do soro
antiofidico, a reacdo imunoldgica que essa substancia heteréloga pode causar no
organismo, como o0 desenvolvimento de reagBes precoces ou tardias, também
chamadas de doenca do soro.

Muitos casos de acidentes ofidicos em humanos ndo chegam aos 0rgaos
responséveis devido as dificuldades enfrentadas pela populacdo e a precariedade
do sistema de saude em algumas regifes. Em outros animais, na maioria dos
empeconhamentos as vitimas ndo tém assisténcia médico veterinaria adequada e
devido as limitacbes supramencionadas a utilizacdo do tratamento especifico é
pouco frequente. Em muitos desses casos onde ndo € possivel proceder com a
soroterapia, sdo empregadas técnicas alternativas difundidas pela sabedoria
popular, como o uso de plantas medicinais, extratos e outros compostos na tentativa
de reverter o quadro causado pelo veneno.

No semiarido da Paraiba, o produto comercial Creolina®, vendido em lojas
agropecuarias como desinfetante e antisséptico de uso veterinario, € uma das
substancias utilizadas pelos produtores na tentativa de reverter o quadro causado
pela peconha de serpentes do género Bothrops. Segundo o conhecimento popular, 0
produto utilizado por via oral, quando aplicado em tempo habil, apresenta acao
antiofidica significativa, sendo um dos métodos mais utilizados na regidao para o
tratamento do envenenamento em bovinos e pequenos ruminantes.

Diante disso, e da necessidade de desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas, cientificamente validadas, de facil acesso e de baixo custo para tratar
as vitimas dos acidentes ofidicos, se justifica o estudo da viabilidade do uso da
Creolina® como substancia antiofidica, além da avaliacédo dos seus possiveis efeitos

toxicos.
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CAPITULO 1

ACIDENTES OFIDICOS NO BRASIL: UMA ABORDAGEM INTEGRADA DA
EPIDEMIOLOGIA AOS TRATAMENTOS EMPIRICOS

(REVISAO DE LITERATURA)
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 ACIDENTES OFIDICOS

Os acidentes ofidicos séo considerados um sério problema de saude publica no
mundo, sobretudo em paises de clima tropical e subtropical, devido a alta
morbimortalidade que ocasionam. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
classifica o0 acidente por serpente venenosa como doenca tropical negligenciada e
estima que ocorram em humanos em todo o mundo, aproximadamente 2,5 milhdes
de acidentes por ano, sendo 85.000 casos fatais (GUTIERREZ et al., 2010).

No Brasil, segundo os dados disponibilizados pelo Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo (SINAN) do Ministério da Saude (BRASIL, 2018), foram
registrados 30.367 casos de acidentes ofidicos envolvendo humanos no ano de
2017, aproximadamente 14,6 casos para cada 100.000 habitantes, destes 126
cursaram com Obito das vitimas. As regifes Sudeste e Nordeste do pais sdo as mais
afetadas, compreendendo quase 57% dos acidentes ofidicos no ano de 2017. Entre
os anos de 2000 e 2017 foram registrados 473.550 casos de acidentes por
serpentes peconhentas no Brasil, com 1.782 casos fatais, um nudmero
significativamente grande, mas que ainda € subestimado visto o fato de que muitos
ataques ofidicos acontecem em regibes remotas do pais com dificil acesso a
assisténcia basica, ou nos casos onde a vitima pode ter optado por ndo buscar
atendimento adequado.

Freguentemente esses acidentes cursam com sequelas devido as complicacdes
locais pelo efeito da peconha inoculada. Dez por cento dos acidentes envolvendo
espécimes do género Bothrops foram relacionados com sequelas graves podendo
chegar a amputagdo de membro acometido. Esses casos foram relacionados a
fatores de risco como uso de torniquete, retardo no tratamento especifico e picada
em extremidades (méos e pés) (BRASIL, 2017).

Segundo o SINAN, no ano de 2017 a maior parte dos acidentes aconteceu entre
0S meses de janeiro e maio, corroborando o sugerido por Chippaux (2017), onde
afirma que a epidemiologia dos acidentes por serpentes venenosas parece ser
distribuida sazonalmente, sendo a maior parte dos acidentes registrados no verao e

principalmente nas areas rurais. Bochner et al. (2014) ao analisar os dados do
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SINAN de 2001 a 2012, descreveram o perfil da maioria das vitimas dos acidentes
ofidicos como tendo idade entre 20 a 59 anos, aproximadamente 75% do sexo
masculino, apresentando sintomatologia leve a moderada e acidentes nos membros
inferiores, cursando com o quadro fatal em menos de 1% das observacoes.

Na medicina veterinaria, os acidentes ofidicos também representam um
consideravel problema para os animais domésticos. Entre as espécies ha variacdes
entre a susceptibilidade quanto aos tipos de veneno, o tamanho da vitima e da
guantidade de veneno inoculada. Os dados epidemioldégicos a respeito dos
acidentes sdo escassos, isso se deve ao fato de que a notificacdo dos casos néo é
obrigatéria na medicina veterinaria, diferentemente do encontrado em humanos
(BARNI et al., 2012; TOKARNIA et al., 2014).

Em bovinos, € inegavel que os acidentes ofidicos ocorram, mas estes parecem
ter uma importancia diferente do que se acredita no pais, devido a pratica de atribuir
a picadas de serpentes as mortes causadas por outros agentes ou de etiologia
desconhecida. Tokarnia e Peixoto (2006) buscaram evidéncias para estabelecer a
real importancia desses acidentes em bovinos. Segundo eles as opinides dos
médicos veterinarios sobre o tema sao divergentes, mas que o “homem do campo”,
como se referiram aos trabalhadores rurais, ha maioria das vezes atribui uma grande
importancia aos envenenamentos. Os autores concluiram que a importancia dos
acidentes ofidicos fatais em bovinos esta realmente sendo superestimada no Brasil,
mas devido as dificuldades em determinar até que ponto os acidentes podem causar
0 Obito nos animais e a variabilidade da pegconha entre as espécies, mais estudos

precisam ser realizados.

1.2 FAUNA OFIDICA

No Brasil diversas espécies de serpentes sdo encontradas, compondo umas das
mais ricas faunas conhecidas no mundo, segundo a Sociedade Brasileira de
Herpetologia sdo encontradas 442 espécies divididas em 25 familias (COSTA,
BERNILS, 2018). Os géneros Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrusus s&o
considerados de importancia médica devido a severidade das lesGes que a
inoculacdo acidental da peconha provoca em humanos e outros animais. Esses

animais sdo conhecidos popularmente como, respectivamente, “jararaca’,
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‘cascavel’, “surucucu” e “coral-verdadeira’. Essa denominagdo, mesmo nao
distinguindo a espécie, serve para as vitimas identificarem o género envolvido no
acidente ofidico o que é de suma importancia na indicacdo mais precisa do
antiveneno a ser administrado (BRASIL, 2001, 2017). Os ataques por serpentes
nao-peconhentas geralmente ndo provocam sintomatologia grave nem sequelas, e
em razdo disso mesmo sendo relativamente frequentes ndo sdo considerados de
interesse médico (GOMES et al., 2016; FELIX-SILVA, 2014).

O género Bothrops pertencente a familia Viperidae é considerado o de maior
importancia dentro os supracitados no Brasil, sendo considerado responsavel por
cerca de 90% dos casos registrados (BRASIL, 2001). Esse género compreende
mais de 30 espécies distribuidas por todo territério nacional, conhecidas
popularmente como: jararaca, ouricana, jararaca-do-rabo-branco, jararacucu, urutu-
cruzeira, malha-de-sapo, patrona, caicara, entre outros; as denominacdes utilizadas
pela populacdo variam entre as regides do pais (COSTA; BERNILS, 2018).

As espécies deste género responsaveis pelo maior nimero de acidentes
ofidicos no Brasil sdo: Bothrops jararaca, Bothrops erythromelas, Bothrops neuwiedi,
Bothrops atrox, Bothrops jararacussu, Bothrops alternatus e Bothrops moojeni.
Morfologicamente esses animais apresentam denticdo do tipo solendglifo (par de
presas ocas com um canal injetor de peconha), presenca de fosseta loreal entre o
olho e narina, cabeca triangular e cauda lisa. A coloracdo pode ser variacdo de
acordo com a vegetacdo como técnica adaptativa, apresentando tons castanhos
claros a preto, com manchas em forma de “v” invertido por todo corpo. Espécimes
adultos podem chegar a 1,5 metro, com ninhadas de 3 a 35 individuos nascidos com
cerca de 20 centimetros (BRASIL, 2001; PINHO; PEREIRA, 2001).

Esses animais habitam todos os biomas brasileiros, desde cerrado e caatinga a
areas insulares e faixas litorAneas. Atualmente estdo sendo cada vez mais
encontrados em regides urbanas e suburbanas devido a invasao e destruicdo do seu
habitat natural. Preferem ambientes umidos e areas cultivadas, onde haja possivel
proliferacdo de roedores. Os habitos sdo predominantemente noturnos ou
crepusculares, esses animais apresentam comportamento extremamente agressivo,

atacando ao menor sinal de ameaca e a maior parte das vezes sem produzir ruidos;

20



caracteristica que pode ser relacionada com a epidemiologia dos acidentes
causados por este género (MOURA; MOURAO, 2012).

1.3 PECONHA BOTROPICA

O mecanismo inoculador dos animais do género Bothrops é bastante
especializado e aperfeicoado. A peconha pode ser utilizada como mecanismo de
ataque para imobilizar e incapacitar a presa, como defesa contra predadores e
também auxiliar na digestdo dos alimentos (FELIX-SILVA, 2014). A peconha é
produzida e mantida nas glandulas de Duvernoy, 6rgaos pares situados na base da
cabeca. No momento da picada os musculos ao redor da glandula se contraem
fazendo com o0 que a peconha passe através dos ductos lobulares para as longas
presas retrateis inoculadoras, que ao perfurarem a presa depositam 0 composto no
tecido muscular e/ou subcutaneo da vitima (LOBO et al., 2014).

As proporcOes e caracteristicas especificas das peconhas botrépicas podem
sofrer variacbes decorrentes da idade, sexo, sazonalidade, variacdo geogréfica e
alimentacdo das serpentes. Senise (2014) avaliou os distarbios causados por
peconhas de serpentes B. jararaca adultas e filhotes e concluiu que as peconhas
apresentam efeitos semelhantes no organismo animal independentemente da idade,
sendo recomendado o mesmo tratamento para ambos. Porém, a quantidade de
peconha inoculada por um animal adulto é maior, o que pode desencadear sinais
clinicos mais intensos.

O veneno de serpentes do género Bothrops € uma mistura complexa de
compostos proteicos (proteinas, pequenos peptideos e enzimas que correspondem
a 95% do peso seco) e nao-proteicos (carboidratos, lipideos, ions e aminas
biogénicas). Quando inoculado no organismo da vitima é capaz de desencadear
manifestacdes locais (dor, edema, hemorragia e necrose) e sistémicas (disturbios da
coagulacdo sanguinea, choque, alteracfes renais e cardiovasculares) através da
lesé@o direta aos vasos sanguineos, ativacdo dos fatores de coagulacéo e alteracéo
da funcéo plaquetaria (PINHO; PEREIRA, 2001; YAMASHITA, 2013; SENISE et al.,
2014; GOMES et al., 2016).

Séo encontradas na peconha dos animais deste género, diversas toxinas entre

elas as metaloproteases, serinoproteases, hialuronidases, fosfolipases,
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hemorraginas e mediadores da resposta inflamatéria (PINHO; PEREIRA, 2001).
Esses compostos podem agir sinergicamente produzindo um efeito especifico,
podem produzir o efeito a partir de um grupo especifico de componentes ou ainda
através da acéo de toxinas isoladas (FELIX-SILVA, 2014).

1.4 TERAPIAS ANTIVENENO

Para um tratamento adequado nos casos de acidentes ofidicos o diagndstico
correto € imprescindivel, de acordo com o Guia de Vigilancia em Saude do Ministério
da Saude (BRASIL, 2017), ndo se é empregado exame laboratorial para
confirmacdo do veneno circulante, nos casos de ataque envolvendo serpentes
peconhentas. Nesses casos o diagnostico é clinico-epidemiolégico, ou seja, de
acordo com os dados da anamnese, manifestacdes locais e sistémicas, distribuicdo
geografica, identificacdo do animal, entre outros; que o tratamento é estipulado.

O Manual de Diagndéstico e Tratamento de Acidentes por Animais Pe¢conhentos
(BRASIL, 2001), elenca alguns exames complementares que podem auxiliar no
diagnéstico, como: tempo de coagulacdo, hemograma, exame sumario de urina e
métodos de imunodiagnoéstico. Além disso, outros recursos laboratoriais podem ser
utilizados de acordo com a sintomatologia e evolugdo clinica da vitima, como
avaliacao da funcéo renal e hepatica e dosagem de eletrélitos. De acordo com Pinho
e Pereira (2001), os antigenos do veneno botropico podem ser detectados no
sangue e outros liquidos corporais através da técnica de ELISA, porém como
supracitado, técnicas laboratoriais ndo sdo empregadas rotineiramente.

No Brasil, o tratamento especifico validado pelos 6rgdos competentes nos casos
de acidentes provocados por animais peconhentos € a administracdo do soro
especifico (antiveneno) para cada tipo de acidente, a dose utilizada é estipulada de
acordo com a gravidade do acidente. No acidente botrépico é recomendado a
utiizacdo do soro antibotropico pentavalente (SAB), 0 soro antibotropico
pentavalente associado do soro antilagquético (SABL) ou o soro antibotrépico
pentavalente associado ao soro anticrotalico (SABC). De acordo com a tabela
fornecida pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2017), no casos de envenenamento

botrépico considerados leves € necesséria a administragdo de 2 a 4 ampolas, nos
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casos moderados, 4 a 8 ampolas e nos casos graves, 12 ampolas de soro, que pode
ser isolado ou associado (SAB/SABL/SABC).

Aléem do tratamento especifico o Manual de Diagndstico e Tratamento de
Acidentes por Animais Peconhentos (BRASIL, 2001) ainda deixa claro a
necessidade de tratamento auxiliar, que consiste em medidas gerais que devem ser
tomadas para tratamento das alteracfes locais e outras. A limpeza, elevacdo do
local de inoculacdo e o uso de analgésicos para controle da dor, podem auxiliar na
reducdo do edema e estabilizacdo da vitima. Além disso, também é preconizado a
manutencdo da hidratacdo e emprego de antibiéticos quando houver indicios de
infeccdo, sendo utilizados especificadamente de acordo com o antibiograma. O
paciente deve ser internado e acompanhando para controle clinico e laboratorial por
no minimo 72 horas (PINHO; PEREIRA, 2001).

Em humanos, o prognéstico nos acidentes ofidicos é geralmente bom, quando
tratados especificadamente e a letalidade € baixa, aproximadamente 0,3% (BRASIL,
2001), podendo cursar com sequelas locais anatdémicas e funcionais. Em medicina
veterinaria, o tratamento especifico utilizando o soro ainda tem acesso limitado, e
mesmo nos casos de atendimento rapido, o progndstico é reservado.

Deve-se considerar ainda que o tratamento especifico possui caracteristicas que
o limitam. O soro antiofidico ndo € capaz de neutralizar os efeitos locais, 0 que gera
danos irreversiveis as vitimas, principalmente nos acidentes botropicos onde a
necrose e hemorragia locais sdo consideraveis. A eficiéncia do soro esta relacionada
com o tempo de administragdo apds a inoculagdo do veneno, sendo muitas vezes
administrado quando os efeitos ja estéo instalados ndo sendo possivel reversédo. O
tratamento especifico em questdo ndo € prontamente disponivel em todos os
hospitais e centros de saude do pais, fazendo deste uma alternativa de dificil acesso
e alto custo para grande parte das vitimas de acidentes ofidicos. Essa condi¢cao
favorece os casos de subnotificacdo e atendimento inadequados das mesmas
(KUNIYOSHI, 2013; FELIX-SILVA, 2014).

Uma limitacdo consideravel do uso do soro antibotropico € a reacao imunoldgica
causada pela administracdo de material heter6logo no organismo, essas reacdes
podem ser precoces ou tardias. As reacbes a soroterapia precoces ocorrem no

momento da infusdo do soro e nas duas horas subsequentes, 0s sinais sao
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geralmente leves como urticaria, tremores, tosses, dor e rubor facial, porém o
paciente deve ser observado quanto ao desenvolvimento de quadros semelhantes
as reacOes anafilaticas. As reac0Oes tardias, ou doenca do soro, ocorre de 5 a 24
dias apdés a soroterapia, 0s pacientes podem apresentar alteracdes sistémicas,
como febre, artralgia, linfoadenomegalia, urticaria e proteinaria (BRASIL, 2001).

Atualmente a utilizacdo da soroterapia mesmo diante de todos os beneficios e
sendo a forma especifica de tratamento nos acidentes ofidicos, apresenta limitagdes
consideraveis, sendo importante a pesquisa por formas de tratamento alternativas
gue possam complementar a utilizagao do soro.

As plantas medicinais se destacam como formas alternativas e complementares
de tratamento nos casos de envenenamento por serpentes (MOURA; MOURAO,
2012; FELIX-SILVA et al., 2014). Devido ao seu potencial medicinal diversas plantas
sdo estudadas com base nos relatos de sua utlizagdo na medicina popular,
objetivando o desenvolvimento de terapias eficientes, mais baratas e de facil acesso.
Extratos e compostos de varios tipos vegetais ja foram cientificamente testados
frente a venenos para avaliagdo de sua capacidade antiofidica, como o decocto das
folnas de Jatropha gosypiifolia L. (FELIX-SILVA, 2014); o extrato de Anacardium
humile (COSTA, 2010); o extrato de Jatropha mollissima (Pohl) Bail (GOMES, 2015);
0 extrato de Mikania glomerata (MOTTA, 2017) e o extrato de Bellucia dichotoma
Cogn. (MOURA, 2016).

Embora muitas plantas e compostos ndo possam agir neutralizando diretamente
a peconha, seus principios ativos isolados ou a associacdo desses podem agir
beneficamente sobre o0s sintomas locais e sistémicos desenvolvidos no
empeconhamento, podendo servir como terapia complementar ao tratamento

estipulado atualmente.

1.5 CREOLINA®

A Creolina® foi langada no mercado nos anos 30 pela empresa WILLIAM
PEARSON LTDA. Atualmente é produzida e comercializada pela EUROFARMA
LABORATORIOS LTDA. Segundo o fabricante, este produto tem aspecto de liquido
preto, oleoso, isento de particulas e homogéneo. Possuir um odor forte e

caracteristico com pH entre 8-9 para solucdo a 21%. O composto é soluvel em agua,
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alcool, éter etilico e cloroférmio. E um produto estavel para manuseio sob condicdes
normais, porém ndo deve ser aquecido pois pode liberar gases toxicos e irritantes
(INTERTOX, 2011).

A Creolina® apresenta grave toxicidade aguda quando ingerida ou inalada
podendo também, em contato com a pele, causar queimaduras graves, dor, edema
entre outros sinais inflamatérios. Se inalado, o produto pode causar excitagdao e
posterior depressao do sistema nervoso, sonoléncia, vertigem (efeitos narcéticos)
podendo induzir ao estado comatoso. Quando ingerido pode causar corrosdo do
esb6fago e estbmago. Apds a absor¢do do produto pode-se desenvolver danos aos
componentes sanguineos, ao figado, aos rins, coragdo e irritacdo das vias
respiratorias (INTERTOX, 2011).

A exposigao prolongada ao composto pode causar leucopenia e plaquetopenia,
cefaleia, nauseas, voOmitos, insuficiéncia renal, tremores além de lesdes
cardiovasculares, hepaticas e danos ao epitélio pulmonar. Outros efeitos téxicos
relacionados sao a capacidade mutagénica dos fendis e a alteragado da capacidade
reprodutiva em doses ndo tdéxicas. O mecanismo pelo qual este produto pode
desencadear tais alteracbes ainda nao foi totalmente esclarecido (INTERTOX, 2011,
VEARRIER; JACOBS; GREENBERG, 2015)

Segundo o fabricante os principais sintomas da intoxicagdo com Creolina® séo
dor de estbmago, cefaleia, dor e eritema na pele, dor nos olhos, efeitos narcéticos,
nauseas, vomitos, diarreia e tremores. Com base nisso, este produto é taxado como:
“DESINFETANTE VETERINARIO COMBUSTIVEL, PERIGOSO PARA SAUDE
HUMANA” (INTERTOX, 2011).

A Creolina® pertence ao agrupamento quimico dos fenodis, € uma mistura de
hidrocarbonetos derivados do alcatrdo de hulha ou “coal-tar” na concentracdo de
56%, cresois (10,5%) e fendis (10,5%). O alcatrdo ou alcatrdo de hulha é utilizado
para confeccdo de varios produtos, o principio puro € comercializado em forma de
xampus (Tarflex® 40mg/ml — 1onilT® 0.85% e MG217® 2%) sendo indicado para
casos de oleosidade, caspa, dermatite seborreica e auxiliar o tratamento de psoriase
e eczema.

Os fenodis sdao amplamente utilizados na industria, na formulagdo de drogas

(acido salicilico), como matéria prima na produg¢ao de intermediarios da produgéo de
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plasticos e nylon, entre outros (OLIVEIRA, 2015). Na produgéo do soro antibotropico
pentavalente, além das imunoglobulinas especificas purificadas obtidas de plasma
de equinos hiperimunizados com uma mistura de venenos de serpentes, é
adicionado uma quantidade de fenol como conservante na concentragdo maxima de
35mg para cada 10ml de soro (BUTANTAN, 2012).

Em medicina veterinaria a Creolina® é indicada para tratamento de miiases,
como solugado germicida, antisséptica e anti-helmintica, existe a contraindicagao do
uso apenas em felinos. Além disso, ha relatos do uso da Creolina® na producéo de
explosivos, perfumes, na fabricagdo de reveladores fotograficos e controle de
patdgenos e pragas agricolas (STEFFEN et al.,, 2010; HAVERKOS; HAVERKOS;
O’'MARA, 2017).

O mecanismo e eficacia de agdo da Creolina® ainda ndo é totalmente
esclarecido, suspeita-se que por ser um composto fendlico possa atuar inativando
enzimas, desnaturando proteinas e alterando a permeabilidade seletiva da
membrana dos microrganismos (JAIGOBIND et al., 2007).

Além do uso habitual da Creolina®, no semiarido Paraiba este produto é também
usado de forma empirica como substancia antiofidica na tentativa de reverter o
quadro clinico causado pelo envenenamento por serpentes dos géneros Bothrops
em bovinos e pequenos ruminantes. O produto € administrado puro e em pequena
quantidade na lingua do animal, imediatamente apds a suspeita do acidente ofidico.
Atualmente essa pratica é bastante difundida entre os fazendeiros e vaqueiros da
Paraiba, fazendo desse o uUnico recurso nos casos de acidentes por serpentes
peconhentas, visto as dificuldades enfrentadas na aquisicéo e distribuicdo do soro
antiofidico.

A sua possivel capacidade de desnaturar proteinas e inativar enzimas, os
achados experimentais prévios e os relatos de uso empirico, fomentam a suspeita
que a Creolina® possa agir beneficamente sobre os efeitos causados pela agédo do
veneno in vivo. Porém, para determinar tal efeito, estudos que validem a utilizagao

no gerenciamento do envenenamento botrépico, precisam ser realizados.
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Efeitos da Creolina® administrada por diferentes vias em ratos experimentalmente

envenenados por peconha de Bothrops jararaca

Effects of Creolin® administered by different pathways in rats experimentally poisoned

by Bothrops jararaca venom
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RESUMO

Esse estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da Creolina® quando administrada
por diferentes vias de acesso em ratos experimentalmente envenenados pela peconha de
Bothrops jararaca. Em ratas Wistar fémeas foi inoculada a pegonha botrépica por via
intramuscular, em seguida administrada Creolina® por via oral, topica, intramuscular e a
mistura: Peconha + Creolina®. Os animais que tiveram contato com a Creolina® por via oral,
topica e muscular separadamente desenvolveram a sintomatologia local e achados
laboratoriais semelhantes ao grupo que recebeu apenas o veneno. J& 0s animais inoculados
com a pegonha junto a Creolina® misturados, ndo apresentaram sinais caracteristicos da agdo
local do veneno (necrose, hemorragia) e apresentaram parametros hematolédgicos dentro da
normalidade para espécie. Esses resultados sugerem um efeito antiofidico da Creolina® apenas
guando misturada a peconha e administrada por via intramuscular. Diante disso, mais estudos
sd0 necessarios para validacdo dessa terapia alternativa.

Palavras-chave: Terapia alternativa, antiveneno, veneno botrépico
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ABSTRACT

This study aims to evaluate the effects of Creolina® when administered by different
pathways in rats experimentally poisoned by Bothrops jararaca venom. In female Wistar rats,
the bothropic venom was inoculated intramuscularly, then administered Creolin® orally,
topically, intramuscularly and the mixture: Venom + Creolin®. Animals that had oral, topical
and muscle contact with Creolin® separately developed local symptoms and laboratory
findings similar to those receiving only the venom. On the other hand, the animals inoculated
with the venom mixed with Creolin® showed no signs of local poison action (necrosis,
hemorrhage) and presented hematological parameters within the normal range for the species.
These results suggest an antiofidic effect of Creolin® only when mixed with venom and
administered intramuscularly. Therefore, more studies are required to validate this alternative
therapy

Key words: Alternative therapy, antivenom, bothropic venom

INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos representam um grave problema de saude publica no mundo,
principalmente nos paises tropicais devido a alta morbimortalidade que ocasionam. No Brasil,
o género Bothrops ¢ responsavel por mais de 90% dos envenenamentos. Esses animais sao
popularmente conhecidos como “jararaca”, “ouricana”, ‘“caicara”, entre outros (BRASIL,
2001).

Os venenos das serpentes do género Bothrops sdo misturas complexas, compostas

por diversas proteinas e compostos ndo-proteicos, capazes de desencadear no organismo
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animal efeitos locais imediatos (edema, hemorragia e necrose), € sistémicos como alteragdes
cardiovasculares (alteracdes hemostaticas, coagulopatias e choque hipovolémico) e renais
(insuficiéncia renal aguda) (SENISE et al., 2015).

O tratamento especifico preconizado nos casos de acidentes botrépicos € o uso do soro
antibotrépico pentavalente associado a terapia auxiliar sintoméatica. A utilizagdo do soro
apresenta desvantagens significativas que muitas vezes inviabilizam o tratamento especifico.
Esse produto ndo é facilmente distribuido nas regiGes mais remotas do pais, apresenta alto
custo de producdo, pode nédo atuar efetivamente sobre a sintomatologia local e por ser uma
substancia heterdloga pode causar no organismo, reacdes imunoldgicas como o
desenvolvimento de alteragcdes precoces ou tardias (doenca do soro) (BRASIL, 2001).

Diante disso, diversas substancias, de origem animal, vegetal ou mineral séo
comumente usadas de forma empirica como antiofidicas, na tentativa de elaborar tratamentos
alternativos de baixo custo que efetivamente sejam capazes de reverter a sintomatologia
causada pela peconha (GOMES et al., 2016; MOTTA et al., 2017).

Entre as substancias difundidas pela medicina popular como antiofidicas, no
semiarido brasileiro, destaca-se a Creolina®. Esse produto comercial ¢ utilizado de forma
empirica em bovinos e pequenos ruminantes, com a finalidade de reverter o quadro causado
pelo acidente ofidico envolvendo serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus. A Creolina® é
administrada em pequena quantidade, em sua forma pura na lingua do animal, imediatamente
apos a constata¢do do possivel acidente. Atualmente essa pratica ¢ bastante difundida entre os
fazendeiros e vaqueiros da Paraiba, fazendo desse o Unico recurso nos casos de acidentes
ofidicos (dados nao publicados).

®

A Creolina® ¢ um produto comercial, considerada como desinfetante de uso

veterinario. Possui em sua composi¢do uma mistura de hidrocarbonetos derivados do alcatrao
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de hulha ou “coal-tar”, cresoéis e fendis. Sendo utilizada como solug¢ao germicida, antisséptica
e anti-helmintica, como também para outros fins inespecificos (STEFFEN et al., 2010;
HAVERKOS et al., 2017).

Segundo o fabricante, este produto oferece riscos a saude e os principais sintomas
da intoxica¢do com Creolina® sdo: dor de estdmago, cefaleia, dor e eritema na pele, dor nos
olhos, efeitos narcoticos, nduseas, vomitos, diarreia e tremores. Sendo assim, este produto ¢
taxado como: “Desinfetante veterinario combustivel, perigoso para saude humana”
(INTERTOX, 2011).

A eficicia e o mecanismo de acdo da Creolina® ainda n3o sdo totalmente
esclarecidos, supdem-se que por ser um composto fenolico possa atuar inativando enzimas,
desnaturando proteinas e alterando a permeabilidade seletiva da membrana dos
microrganismos (JAIGOBIND et al., 2007).

Tais suspeitas associadas ao historico do uso empirico, embasam a teoria de um
possivel efeito desse composto sobre o veneno botrdpico. Diante disso e da necessidade de
desenvolvimento de terapias alternativas de facil acesso nos casos de acidentes ofidicos,
objetiva-se com o presente estudo a pesquisa do potencial antiofidico da Creolina® frente a
peconha botropica e a viabilidade do uso desse composto, a fim de fomentar estudos que

desenvolvem protocolos alternativos de baixo custo e facil acesso para os acidentes ofidicos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Histologia Animal do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e esta de acordo
com os principios éticos e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB

(Certidao de aprovagédo n° 8447140518).
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Foram utilizados animais da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, fémeas
adultas, com idade média de 16 semanas, pesando entre 170 a 220g, provenientes do Biotério
Prof. Thomas George, Campus | da UFPB, Jodo Pessoa-PB, o qual é credenciado no
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas de 40x50x20 cm, sob temperatura controlada (22-24°C) e ciclo
natural de luz (12/12hs). Agua e ragdo comercial seca (Purina — Roedores) foram fornecidas
ad libitum.

As amostras de peconhas liofilizadas de Bothrops jararaca (Bja — Lote 01/08-10),
foram fornecidas pelo Instituto Butantan, Brasil. O veneno foi mantido a -20°C e no momento
do uso, pesado e dissolvido em solucéo salina estéril chegando a concentracdo de 1 mg/ml. A
inoculacdo do veneno foi feita no terco médio da face lateral do membro posterior direito dos
animais, na dose de 3,2 mg/kg de peso vivo por via intramuscular, apds tricotomia e
antissepsia do local. A dose preconizada neste estudo foi determinada em experimento piloto,
onde foram inoculadas doses crescentes da mesma amostra do veneno em ratos Wistar por via
intramuscular, com o objetivo de determinar a menor dose capaz de desencadear
sintomatologia local e sisttmica condizente com a inoculacdo natural, sem obito, apos 36
horas.

Por ndo haver conhecimento a respeito da dose da Creolina® utilizada de modo
empirico pelos produtores, foi estabelecido inicialmente neste estudo a avaliacdo com a dose
padrdo de 0,3ml/kg. Volume proporcional a forma de administracdo consolidada na medicina
popular para bovinos e pequenos ruminantes, sem fundamentacéo cientifica.

Os animais foram pesados, identificados por numeros cardinais e distribuidos
aleatoriamente em sete grupos compostos por cinco animais. O primeiro grupo recebeu

solucdo salina estéril, de modo a compor o grupo controle, identificado como “Controle”. Um
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grupo recebeu apenas a peconha botrépica a partir do método anteriormente descrito, outro
apenas a Creolina® por via intramuscular, compondo grupos que objetivavam avaliar os
efeitos isolados dos compostos, identificados respectivamente como “Bj” e “imC”. Os grupos
seguintes receberam a peconha botrdpica e imediatamente apds a inoculacdo foram tratados
com Creolina® por via oral (administracdo sobre a lingua), via topica (aplicagdo com gaze
estéril sobre a regido de inoculacdo do veneno) e por via intramuscular, em seguida foram
identificados respectivamente como: “Bj+voC”, “Bj+vtC” e “Bj+imC”. O ultimo grupo
recebeu a mistura das doses de Creolina® e pegonha botropica por via intramuscular e foi
identificado como: imBj+C.

Ap0s as administracBes (hora zero) os animais foram avaliados clinicamente a cada
uma hora, durante oito horas (hora 8), usando adaptacGes no modelo de avalia¢do utilizado
por MOTTA et al. (2017). Apos o fim da avaliacdo clinica, foi realizada anestesia de todos 0s
animais com a mistura de xilazina (10mg/kg) e cetamina (75mg/kg) por via intraperitoneal e
as amostras de sangue foram coletadas por cardiocentese, como preconiza 0 CONCEA
(CONCEA, 2015). Em seguida realizou-se a eutanasia com a adicdo de metodologia
complementar (exsanguinacdo) e necropsia com coleta de fragmentos de coracdo, baco,
figado, rins, tecido nervoso (cértex) e tecido muscular de cada animal, utilizando formol 10%
como solucdo fixadora.

O processamento das amostras de sangue foi realizado pelo analisador hematologico
veterinario pocH-100iV Diff SYSMEX. A dosagem do fibrinogénio plasmatico foi realizada
pela técnica de precipitacdo pelo calor e a proteina plasmatica total determinada por
refratometria, seguindo a metodologia do Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario da UFPB, onde os exames foram realizados. Os fragmentos dos tecidos foram

submetidos ao processamento histoldgico padrdo de acordo com o protocolo utilizado pelo
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Laboratério de Histologia Animal da UFPB e posterior analise histopatologica em
microscopia de luz utilizando o microscopio modelo Zeiss Axio Scope Al. Foram utilizadas
adaptacdes no modelo usado por GOIS et al. (2016) para avaliagdo histopatoldgica, sendo
classificadas de acordo com o seguinte escore: ausente (-), quando ndo houver alteracdes;
leve (+), quando afetar até 30% da area avaliada; moderada (++), quando afetar de 30% a
70% e intensa (+++), quando afetar mais de 70% da area.

Os valores hematoldgicos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e em
seguida comparados utilizando o teste de Tukey, considerando a margem de significancia de

5%. A avaliagdo estatistica foi realizada no software “RStudio” versao 1.0.136.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs administracdo dos compostos e inicio da avaliacdo (hora zero), todos 0s
animais que receberam a peconha, independentemente da via de administracio da Creolina®,
apresentaram prostracdo, relutdncia ao movimento e desconforto ao movimentar o membro,
provavelmente devido aos efeitos locais miotoxicos, coagulantes e hemoliticos do veneno
botrépico (YAMASHITA, 2013).

Nos animais dos grupos Controle, imC, Bj+imC e Bj, ndo houve alteracdes motoras
nem do estado de consciéncia durante a avaliacdo, no entanto, os animais dos grupos que
tiveram contato com o veneno e a Creolina® por via oral e topica, além da mistura por via
intramuscular, apresentaram graus de sedacdo variaveis e espasmos musculares involuntarios
que persistiram por duas horas apdés a inoculacdo. Dois animais do grupo Bj+vtC,
desenvolveram sinais neuroldgicos graves seguidos de coma e Obito duas horas apds a
aplicacdo da Creolina® por via topica no local da inoculagdo da peconha (Tabela 1). A

alteracdo do estado mental, coma e Obito, além dos episodios de mioclonia dos animais
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corroboram o potencial tdxico da Creolina® como causador de sonoléncia, vertigem e
tremores entre outros efeitos neuroldgicos, descritos na Ficha de Informacdes de Seguranga de
Produto Quimico (INTERTOX, 2011). Tais caracteristicas sinalizam para a cautela em seu
uso empirico, podendo causar alteracBes indesejaveis e maléficas a saude animal, além de
acidentes envolvendo a exposigéo cutanea em humanos (VEARRIER et al., 2015).

Todos os animais que tiveram contato com a peconha botropica, independente da
administracdo de Creolina®, apresentaram urina de cor vermelho escuro, provavelmente
devido aos efeitos hemoliticos e miotdxicos do veneno (Tabela 1). A avaliacdo
histopatologica confirma o efeito danoso do veneno sobre o sistema renal da vitima
(degeneracdo hidropica, necrose tubular aguda, presenca de cilindros hialinos e granulosos),
com pouca variacao entre os grupos (Tabela 2). A presenca de cilindros hialinos e granulosos
na luz dos tabulos renais foi evidente em todos os animais experimentados, exceto o0 grupo
controle. Os animais do grupo imBj+C apresentaram uma leve diminuicdo da propor¢do de
cilindros hialinos quando comparado aos demais, sendo essa alteracdo classificada como
moderada (++). A presenca de necrose tubular e degeneracdo hidropica nos grupos Bj e
Bj+voC sugerem uma lesdo glomerular com perda de proteina, corroborando os achados de
MOTTA et al. (2017) e TAKAHIRA (1999), os quais encontraram alteracdes semelhantes nos
estudos com veneno botrépico em ratos e cdes, respectivamente.

Apos duas horas de avaliacdo os animais que receberam o veneno e em seguida a
Creolina® por diferentes vias, apresentaram musculatura enegrecida, com aspecto friavel e
hemorragico além de edema progressivo no local da inoculacéo (coxa direita), onde o veneno
parece ter se difundido (Figura 1B, C). Histologicamente, a musculatura apresentou
hemorragia e edema graves, com degeneracdo hialina das fibras musculares (Tabela 2). A

extremidade do membro ndo foi acometida. Essa alteracdo persistiu até o fim da avaliacéo
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clinica (hora 8), corroborando os efeitos locais encontrados nos casos naturais e experimentais
da inoculacdo do veneno botropico em animais (YAMASHITA, 2013; GOMES et al., 2016;
MOTTA et al., 2017). Os animais dos grupos imC e imBj+C ndo apresentaram alteragdes
hemorragicas ou necroticas, apenas edema progressivo da regido de inoculacdo até o final da
avaliacdo, no entanto, histologicamente foi evidente a infiltracdo de neutrdfilos na regido de
inoculacdo dos compostos, possivelmente devido a inoculacdo de um composto fendlico
altamente imunorreativo e ndo formulado para administracdo injetavel (Figura 1A, D).

Foi realizada a necropsia de todos os animais, nao havendo alteragdes
macroscopicas. A avaliacdo histopatoldgica das amostras de baco, figado, coracéo e tecido
nervoso nao evidenciaram alteracdes dignas de nota, achados que sugerem a incapacidade da
peconha e da Creolina®, em causar lesdes nestes tecidos de forma aguda (apds oito horas),
resultados condizentes com a fisiopatogenia do veneno botropico relatada na literatura
(YAMASHITA, 2013; SENISE et al., 2015). Quanto aos efeitos toxicos da Creolina®, estudos
mais especificos sdo necessarios, pois devido seu potencial conhecidamente toxico para
alguns sistemas (INTERTOX, 2011), alteracdes histopatoldgicas poderdo surgir com um
maior tempo de exposicao.

Em relacdo aos achados hematologicos, houve diferenca significativa quanto aos
valores leucocitarios dos grupos que receberam o veneno botropico e foram tratados em
relacdo ao Controle e o grupo Bj (Tabela 3), o que corrobora os estudos sobre os efeitos
hematoldgicos do veneno botrdpico, que demonstram um quadro de leucocitose (MOTTA et
al., 2017).

Os animais que tiveram contato com o0 veneno apresentaram reducdo do numero total
de hemaécias; hemoglobina e hematdcrito, diferentemente do grupo que recebeu apenas a

Creolina® os quais ndo desenvolveram tais alteracdes. Os parametros hematoldgicos foram
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expressos na Tabela 3. Tais achados podem estar associados a presenca de hemorragia no
membro posterior direito, local da inoculacdo da peconha botrépica e sinalizar para
incapacidade da Creolina®em reverter a atividade hemorréagica e miotdxica da pegonha.

As plaquetas e os fatores de coagulagdo sdo os principais relacionados com o
mecanismo de a¢do do veneno botrépico. Diversos componentes contidos na peconha causam
disturbios na funcdo plaquetaria e plaquetopenia. A plaguetopenia causada pelo veneno é
temporaria, ja sua acdo sobre 0s mecanismos que envolvem a agregacdo é duradoura
(SANTORO et al., 2004; YAMASHITA, 2013). Neste experimento 0s animais que tiveram
contato com o veneno e foram tratados com a Creolina® tiveram uma contagem
significativamente menor de plaquetas quando comparados aos valores do grupo Controle,
imC e imBj+C (Tabela 3), aléem da presenca de agregacdo em todas as amostras, semelhante
aos efeitos do veneno botrdpico encontrados na literatura (MOTTA et al., 2017).

Nos animais onde foi administrada a mistura de veneno e Creolina® nio foi
desenvolvido a sintomatologia condizente com a acao da peconha botrépica. Sugerindo uma
possivel acdo direta da Creolina® sobre a peconha, provavelmente devido a desnaturagio
parcial dos seus componentes bioativos. Contudo, esse composto é altamente toxico aos
sistemas organicos e ndo apresentou atividade antiofidica quando administrado
separadamente, independentemente da via de administracdo. Sendo assim, mais estudos séo
necessarios para comprovar e avaliar o potencial antiofidico do produto, além de sua

viabilidade como recurso terapéutico.

CONCLUSAO

A Creolina® apresenta capacidade de inibir o desenvolvimento da sintomatologia

local quando misturada a peconha de Bothrops jararaca. No entanto, isoladamente néo
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apresenta propriedades Uteis ao tratamento do envenenamento botrdpico, além de apresentar
efeitos adversos potencialmente toxicos aos animais, devido a sensibilidade variavel entre as

espécies.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA
O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal da Paraiba (CEUA-UFPB), protocolo n° 8447140518.
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Sem conflitos de interesse para declarar.
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Tabela 1 - Alteracfes clinicas identificadas e seus intervalos de tempo em grupo de ratas

Wistar ap0s envenenamento botropico experimental (Bothrops jararaca) e tratamento com

Creolina® por diferentes vias de acesso.

Alteragbes  Controle imC Bj Bj+voC  Bj+vtC  Bj+imC imBj+C
Claudicagdo  Ausente 0Oh-3h Oh-8h Oh-8h 0h-8h 0Oh-8h Oh-8h
Prostracdo  Ausente  Ausente Oh-5h Oh-4h 0Oh-3h Oh-4h Oh-4h
Mioclonia Ausente  Ausente  Ausente Oh-2h 0Oh-2h Ausente Oh-2h
Hemorragia Ausente  Ausente 1h-8h 2h-8h 2h-8h 01-8h Ausente
Dor Oh-1h Oh-2h Oh-8h Oh-8h Oh-8h Oh-8h 0Oh-8h
Urina Ausente  Ausente 1h-8h 2h-5h 2h-5h 2h-5h 2h-3h
Escura
Anorexia Oh-1h 0Oh-3h Oh-5h Oh-5h Oh-3h Oh-4h Oh-5h
Morte 0/5 0/5 0/5 0/5 2/5 0/5 0/5

Tabela 2 - AlteracOes histopatologicas renais e musculares em ratas Wistar apos

envenenamento botropico experimental (Bothrops jararaca) e tratamento com Creolina® por

diferentes vias de acesso.

Alteracdes Controle imC Bj Bj+voC  Bj+vtC Bj+imC imBj+C
Renais

Cilindros granulosos - - +++ +++ +++ +++ ++
Cilindros hialinos - - ++ +++ +++ +++ +
Degeneracéo - - + + + + -
hidropica

Necrose de tubulos - - ++ + - + -
Alteractes Controle imC Bj Bj+voC  Bj+vtC Bj+imC imBj+C
Musculares

Hemorragia - - +++ +++ +++ ++ -
Edema - ++ +++ +++ ++ ++ +
Infiltrado neutrofilico - +++ - - ++ + +++

Degeneracao hialina

=+
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Tabela 3 - Valores hematol6gicos de ratas Wistar, oito horas apds envenenamento botrépico

experimental (Bothrops jararaca) e tratamento com Creolina® por diferentes vias de acesso

(*). Valores expressos em médias * desvio padréo.

Controle imC Bj Bj+voC Bj+vtC Bj+imC imBj+C
Hemograma
(n=5) (n=4) (n=5) (n=4) (n=3) (n=5) (n=4)
Leucocitos
5,2+0,9b 7,8+1,7ab 9,5+1,3a 6,9+0,7ab 5,2+0,9b 7,3+2,3ab 6,2+0,2b
(x10%/pL)
Hemacias
5 7,2+0,4ab 7,5%0,7a 6,6+0,5abc 4,6+0,4d 4,9+0,2d 6,0+0,3c 6,3+0,2bc
(x10°%/puL)
Hemoglobina
9 15,2+1,0a 15,8+0,5a 13,4+1,0b 9,5+0,9¢ 9,2+0,4c 12,2+0,6b 13,1+0,3b
(g/dL)
Hematocrito
((y) 42,0+2,6ab 45,2+1,2a 37,3+2,6¢ 26,7+3,0d 28,1+0,2d 34,1+1,8¢ 38,0+1,0bc
0
Proteina
Plasmatica 6,4+0,2a 6,7+0,3a 5,2+0,3c 5,6+0,1bc 5,3+0,3bc 5,2+0,3c 6,0+0,1ab
(g/dL)
Fibrinogénio
(mg/(ng) 225,0+125,8a  225,0+50,0a 100,0+89,4a 100,0+115,5a 66,6+1155a 140,0+260,8a 160,0+167,3a
Plaguetas
(10q3/p.L) 704,3+135,3a  840,5+82,1a 13,6+6,9b 77,2+61,7b 88,3+31,3b 11,0+4,0b 838,0+209,6a

* Médias na mesma linha, seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 1: Avaliacdo macroscopica e microscopica dos membros posteriores direitos de ratas

Wistar apds envenenamento botropico experimental (Bothrops jararaca) e tratamento com



Creolina®. A1) Imagem fotogrifica da face lateral direita do membro inoculado apenas com
Creolina® por via intramuscular. A2) Fotomicrografia da regiio de inocula¢io da Creolina®
com evidente infiltrado neutrofilico (*). Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Barra: 200
micrometros. B1) Imagem fotografica da face lateral direita do membro inoculado apenas
com veneno botrdépico por via intramuscular apresentando aspecto friavel, edema e
hemorragia. B2) Fotomicrografia da regido de inoculagdao do veneno com hemorragia difusa
(setas). Coloragao Hematoxilina-Eosina. Barra: 100 micrometros. C1) Imagem fotografica da
face lateral direita do membro inoculado com veneno botropico e em seguida Creolina® por
via intramuscular, apresentando aspecto friavel, edema e hemorragia similares a inoculagao
apenas da pegonha. C2) Fotomicrografia da regido de inoculacdo do veneno e em seguida
Creolina® por via intramuscular com hemorragia difusa (setas). Coloragio Hematoxilina-
Eosina. Barra: 200 micrometros. D1) Imagem fotografica da face lateral direita do membro
inoculado com a mistura de veneno + Creolina® por via intramuscular. D2) Fotomicrografia
da regido de inoculag¢io da mistura de veneno + Creolina® por via intramuscular com presenca

de infiltrado neutrofilico (*). Coloracdo Hematoxilina-eosina. Barra: 100 micrometros.
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CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento das lesdes causadas pela inoculacdo da peconha de animais
venenosos, especialmente as serpentes, ainda constitui um grande desafio para
médicos e médicos veterinarios de todo o mundo. Apesar da producédo e validagéo
da soroterapia como tratamento especifico, sua utilizagcdo apresenta limitacdes
significativas e muitas vezes inviaveis para maioria da populacdo, especialmente a
parcela que reside das areas mais remotas do pais.

Na medicina veterindria, a situacdo €é ainda mais delicada, além da
susceptibilidade e reacéo a terapia ser muito variavel entre as espécies, em muitos
casos o fator econdmico inviabiliza o tratamento especifico. Sendo utilizado nessas
situacoes, terapias alternativas fundamentadas na sabedoria popular como Unica
tentativa de reverter os quadros causados pelos acidentes ofidicos.

Dentre muitas substancias utilizadas de forma empirica para este fim,
principalmente a base de plantas, nenhuma aparece como terapia validada e
indicada pelos 6rgdos de saude do pais. Situacédo que sinaliza para periculosidade
no uso de substancias diversas para tratamento ofidico.

A Creolina®, é um dos compostos utilizados pelo conhecimento popular no
tratamento de acidentes envolvendo serpentes, essa pratica pode estar relacionada
com erros diagnosticos por parte dos produtores. Por ndo haver sinais clinicos claros
no acidente ofidico, outros sinais causados por diversas condi¢cdes patoldgicas,
podem ser confundidos e diagnosticados erroneamente como acidente ofidico.

Dessa forma, em bovinos e pequenos ruminantes, mesmo frente a um
diagnostico presuntivo é instituido o tratamento alternativo (Creolina®), sem a
consulta com especialistas veterinarios. Este produto administrado em sua forma
pura, em gquantidade pequena sobre a lingua do animal, pode supostamente reverter
0 quadro clinico momentaneo, perpetuando a suposicdo de que este composto
apresente acao antiofidica.

Diante do exposto e das condicbes metodoldgicas as quais esse estudo foi
realizado, ndo ha evidéncias que justifiguem sua indicagdo como substancia
antiofidica, além disso devido seu potencial toxico, sua utilizacdo indevida é

contraindicada.
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ANEXOS

ANEXO | - Certificado de aprovacdo CEUA/UFPB

Universidade Comissdo de Etica no //
Federal da Uso de Animais

Reitoria

Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Agao antiofidica da Creolina® frente a peconha de Bothrops jararaca em ratos: Aspectos
clinicos, hematoldgicos e histopatolégicos ", protocolada sob o CEUA n? 8447140518 (o 000254), Sob a responsabilidade de Ricardo
Romao Guerra - que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba
(CEUA/UFPB) na reunido de 06/07/2018.

We certify that the proposal "Antiophidic action of Creolina® against bothrops jararaca venom in rats: clinical, hematological and
histopathological aspects”, utilizing 32 Heterogenics rats (males or females), protocol number CEUA 8447140518 (o 000254), under
the responsibility of Ricardo Romao Guerra - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 07/06/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2018 a 11/2018 Area: Zootecnia
Origem: Unidade de Produgao Animal IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos ou Fémeas idade: 4 a5 semanas N: 32
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 300a400g

Local do experimento: Laboratério de Histologia Animal - Centro de Ciéncias Agrarias - Universidade Federal da Paraiba

Jodo Pessoa, 12 de agosto de 2018
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Profa. Dra. Islania Gisela Albuquérque Gongalves Prof. Dr. Ricardo Roméao Guerra
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitaria, s/n - Castelo Branco Ill Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Jodo Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155
Horério de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
CEUA N 8447140518
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