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RESUMO

L. R. R. A. CARVALHO, Universidade Federal da Paraiba, Julho de 2017. Potencial
terapéutico da Creolina® na reversdo dos quadros causados por envenenamento de
Bothrops jararaca em ratos. Orientador: Ricardo Roméao Guerra.

Os acidentes ofidicos representam um grave problema em salde publica no Brasil, além de
prejuizos econémicos nos sistemas de produgdo. Os componentes do género Bothrops séo
considerados os maiores responsaveis (cerca de 90% dos casos). Atualmente o Unico tratamento
preconizado pelos 6rgdos responsaveis é a utilizacdo de soro antiofidico, que nédo é eficaz na
remissdo da sintomatologia local, e apresenta dificuldades quanto a obtencdo e custo do produto
comercial. Nesse ambito, alternativas a essa terapia fazem-se necessarias. Varias substancias
vém ganhando notoriedade na medicina popular como antiofidicas, entre elas a Creolina®. Com
isso, esse trabalho tem como objetivo a avaliacdo do potencial terapéutico da Creolina®, por
trés vias de acesso, para os efeitos induzidos pela peconha de Bothrops jararaca. Em ratos
Wistar machos, todos os grupos (A, B, C e D) receberam veneno inoculado por via
intramuscular (3,2 mg/kg). A Creolina® (0,1 ml) foi administrada por via oral, tdpica e
intramuscular nos grupos “B”, “C” ¢ “D”, respectivamente. A atividade antiofidica desse
composto foi avaliada por meio de avaliacdo clinica a cada uma hora e laboratorial oito horas
apos a inoculacdo. Os animais que tiveram contato com a Creolina® por via oral e topica
desenvolveram a sintomatologia local e achados laboratoriais semelhantes ao grupo controle
que recebeu apenas 0 veneno, ja os animais inoculados com veneno junto a Creolina® por via
intramuscular ndo apresentaram sinais caracteristicos da acdo local do veneno (necrose,
hemorragia) e apresentaram parametros hematoldgicos dentro da normalidade para espécie.
Esses resultados indicam um possivel efeito antiofidico da Creolina® quando usada por via
intramuscular, evidenciado pelo efeito neutralizante dos efeitos do veneno principalmente no
local de inoculacdo. Esses achados, acrescidos de mais estudos, sustentam a justificativa para o

uso desse produto comercial na medicina tradicional.

Palavra-chave: B. jararaca; atividade antiofidica; antiveneno



ABSTRATC

L. R.R. A. CARVALHO, Federal University of Paraiba, July 2017. Therapeutic potential
of Creolina® in the reversion of the clinical condition caused by poisoning of Bothrops
jararaca in rats. Advisor: Ricardo Romao Guerra.

The ophidian accidents represent a serious public health problem in Brazil, as well as economic
damages in the production systems. The components of the Bothrops genus are considered the
most responsible (about 90% of the cases). Currently the only treatment recommended by the
responsible organs is the use of antiophidic serum, which is not effective in remission of local
symptomatology, and presents difficulties in obtaining and cost of the commercial product. In
this scope, alternatives to this therapy are necessary. Several substances have been gaining
notoriety in popular medicine as antiophidics, among them the Creolina®. Therefore, this work
aims to evaluate the Creolina®’s therapeutic potential, by three access routes, for the effects
induced by the Bothrops jararaca venom. In male Wistar rats, all groups (A, B, C e D) received
venom inoculated intramuscularly (3.2 mg/kg). Creolina® (0.1 ml) was administered orally,
topically and intramuscularly in the "B", "C" and "D" groups, respectively. The antiophidic
activity of this compound was evaluated by means of clinical evaluation at each hour and
laboratory eight hours after inoculation. Animals that had contact with Creolina® orally and
topically developed local symptoms and laboratory findings similar to the control group wich
received only the venom, while the animals inoculated with Creolina® venom intramuscularly
did not show signs characteristic of the venom’s local action (necrosis, hemorrhage) and
presented hematological parameters within normality for the species. These results indicate a
possible antiophidic effect of Creolina® when used intramuscularly, evidenced by the
neutralizing effect of the venom effects mainly at the inoculation site. These findings, along
with more studies, support the justification for the use of this commercial product in traditional

medicine.

Keyword: B. jararaca, antiophidic activity, antipoison
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1. INTRODUCAO
1.1 IMPORTANCIA DOS ACIDENTES OFIDICOS

O ofidismo no mundo representa um grave problema de saude publica, principalmente
nos paises tropicais, devido a alta morbimortalidade que ocasionam. Estima-se que ocorram em
humanos distribuidos por todo o globo, aproximadamente 1.250.000 a 1.665.000 acidentes por
serpentes pegonhentas por ano, sendo 30.000 a 40.000 casos fatais. No Brasil, de acordo com o
Ministério da Saude (MS), estima-se que ocorram entre 19 a 22 mil acidentes em humanos por
ano, fazendo do Brasil o pais da América do Sul com maior nimero de acidentes dessa natureza
(PINHO & PEREIRA, 2001). Ainda acredita-se que mais de 85% destes sejam causados por
serpentes do género Bothrops (BOCHNER & STRUCHINER, 2003).

Na medicina veterinaria, os acidentes ofidicos também representam importante problema
de saude publica, pois podem causar graves lesdes irreversiveis nos animais de estimagao e
prejuizos econdmicos incalculéveis nos rebanhos de producao (CINTRA et al., 2014).

Os criadores de bovinos rotineiramente relatam perdas econdmicas devido a acidentes
ofidicos, em numeros, no Brasil esse prejuizo chega a aproximadamente 130 mil cabegas por
ano (TOKARNIA & PEIXOTO, 2006; CINTRA et al., 2014). Contudo, a importancia dos
acidentes ofidicos como causa da morte em bovinos ¢ tratada pelos médicos veterinarios de
forma divergente em todo territorio nacional. Alguns acreditam que esse tipo de acidente € sim
responsavel por grande prejuizo econdmico dentro da bovinocultura, outros alegam que sao
pouco importantes ou que sua relevancia € muito menor do que se imagina, talvez pela erronea
pratica de atribuir como acidente ofidico, as mortes com etiologia desconhecida ou as causadas
por outras condigdes patologicas, como por exemplo, carbinculo sintomatico ou trauma, que
podem desenvolver sintomatologia semelhante. Alguns veterinarios ainda acham que se trata
de um ponto nao esclarecido, mas os fazendeiros e produtores quase sempre se posicionam
favoraveis a grande importancia etiologica dos acidentes ofidicos (TOKARNIA & PEIXOTO,
2006).

1.2 JARARACA (Bothrops jararaca)

No Brasil, a familia Viperidae ¢ a de maior interesse entre as familias de serpentes
peconhentas existentes no pais, devido a gravidade dos acidentes que causam. Essa familia ¢
composta pelos géneros Bothrops, Bothropoides, Bothriopsis, Bothrocophias, Rhinocerophis,

Crotalus e Lachesis (MORALIS, 2015).



13

A espécie Bothrops jararaca compde o género responsavel pela maior quantidade de
acidentes, como supracitado. Tem como caracteristica a presenc¢a de um aparelho inoculador do
tipo solenodglifo, cabega triangular, cauda sem maiores modificacdes (sem guizo). Possui
coloragdo variada, apresentando tons castanhos claros a preto, com manchas em forma de “v”
invertido ao longo do corpo. Essas serpentes medem em média um metro, mas podem chegar
até 1,5 metro, os filhotes nascem com cerca de 20 cm, de ninhadas de 3 a 35 individuos,
principalmente entre os meses de fevereiro e margo. Habitam zonas rurais, perimetros urbanos,
tem preferéncia por ambientes umidos e locais com propagacgao de roedores. Apresentam héabito
predominantemente noturno e quando ameacadas s3o muito agressivas (FUNASA, 2001;

PINHO & PEREIRA, 2001; YAMASHITA, 2013; SENISE, 2014).

1.3 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DO VENENO BOTROPICO

Os venenos de serpentes do género Bothrops sdo misturas complexas, compostas por
diversas proteinas e compostos ndo-proteicos (carboidratos, lipidios, nucleotideos, aminas
biogénicas e varios ions) que tém potencial para ocasionar quadros inflamatorios locais e
disturbios hemostaticos sistémicos. Todos estes componentes sofrem grande variabilidade,
tanto inter como intraespecifica, as quais sao decorrentes da idade, sexo, sazonalidade, variagao
geografica e alimentagdo das serpentes (SENISE, 2014; MORALIS, 2015; GOMES, 2015).

A fisiopatologia do veneno botropico ¢ dividida por Franga et al. (2009) em trés
mecanismos: o efeito coagulante (1), decorrente da agdo dos ativadores de fator X e II
(protrombina) da cascata de coagulagdo e de enzimas trombinas-similes; o efeito proteolitico
(2), relacionado a atividade pro-inflamatéria e o efeito hemorragico (3), devido a acdo de
hemorraginas que provocam lesdes na membrana basal dos capilares, podendo ocasionar
sangramento sistémico. Segundo Yamashita (2013), as toxinas presentes no veneno podem
ativar-se sinergicamente para induzir um efeito especifico, podem produzir determinado efeito
a partir de um grupo especifico de componentes ou apenas uma determinada toxina que pode
apresentar atividades distintas, tornando o veneno botropico um composto de alta
complexidade.

De acordo com Tokarnia et al. (2008), a suscetibilidade entre os animais domésticos
quanto ao veneno botropico ¢ diferente, em ordem decrescente os bovinos, equinos, ovinos,
caprinos, caninos € suinos sao mais sensiveis, sendo os felinos mais resistentes, contudo, a
gravidade também depende do tamanho da vitima e da quantidade de veneno inoculado. A

ocorréncia de acidentes ofidicos estd, em geral, relacionada a fatores climaticos e ao aumento a
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atividade humana em trabalhos a campo, sendo que os caes e gatos sdo mais acometidos no
focinho, enquanto bovinos e equinos sdo nos membros e abdomen (FUNASA, 2001).

Comumente a picada nos acidentes ofidicos constitui em inoculagdo subcutanea ou
intramuscular da peconha na vitima, causando sinais locais e sistémicos. O processo de
envenenamento local por serpentes do género Bothrops € caracterizado pelo quadro de dor,
edema, sangramento, linfadenomegalia, equimose, aparecimento de bolhas e necrose tecidual.
A necrose ¢ a complicacdo mais grave pois estd relacionada aos casos de amputagdo de
membros e disturbios funcionais permanentes (YAMASHITA, 2013; SENISE, 2014).

Ribeiro et al. (1988) estudaram a relagdo entre o comprimento da B. jararaca com o
desenvolvimento de necrose, e concluiram que no envenenamento por filhotes a formacéo de
edema ou necrose sdo ocorréncias raras, ja quando o acidente é causado por animais adultos um
dos fatores progndsticos é a formacao de necrose acentuada.

A sintomatologia sistémica, ou seja, aqueles sintomas manifestados distantes do local da
picada incluem os sangramentos (gengivorragia, hematiria, epistaxe, petéquias, equimoses e
purpuras), incoagulabilidade sanguinea, devido ao consumo dos fatores de coagulagdo e
plaquetopenia. Além desses a literatura ainda evidencia outros sintomas como vOmito,
sudorese, hipotensao arterial, insuficiéncia renal aguda e mais raramente, choque (PINHO &
PEREIRA, 2001; MOTTA, 2008; YAMASHITA, 2013; SENISE, 2014; MORALIS, 2015).

A avaliacdo laboratorial dos efeitos do veneno botrdpico foi realizada por Senise (2014),
onde observa que seres humanos e animais envenenados apresentam consumo de fibrinogénio
circulante, disfuncdo plaquetaria e plaquetopenia, consumo de fatores de coagulacao V, VIII e
I, geracdo de trombina intravascular, e ativagdo secundaria do sistema fibrinolitico.

As manifestacdes clinicas e laboratoriais do envenenamento, atualmente, permitem
classificar os acidentes ofidicos quanto a sua gravidade em: leves, moderados e graves. Essa
determinagdo permite a indicagdo do nimero de ampolas do soro antibotropico que serdo
utilizadas na soroterapia, de acordo com o Manual de Diagnostico e Tratamento de Acidentes
por Animais Peconhentos (FUNASA, 2001), onde a recomendagdo da quantidade de soro
antibotropico a ser administrado nos casos leves ¢ de 2 a 4 ampolas, nos moderados 4 a 8
ampolas e nos casos graves 12 ampolas.

Atualmente a soroterapia por via endovenosa ¢ o Unico tratamento cientificamente
validado para se tratar acidentes ofidicos (MOTTA, 2008; GOMES, 2015). Nos acidentes
causados pelo género Bothrops ¢ usado o soro especifico antibotropico, que apresenta algumas

limitagdes como, por exemplo, ndo neutralizar os efeitos locais causados pela pegonha, dificil
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acesso, alto custo, risco de reacdo imunologica e eficiéncia até determinado tempo apods
inocula¢do do veneno (YAMASHITA, 2013; GOMES, 2015; BITENCOURT, 2015).

Devido suas limitacdes do tratamento usando o soro antibotropico a busca por um
antidoto que cure o paciente em tempo habil e que seja de facil acesso, tem sido um desafio
dentro das ciéncias médicas. As plantas e seus extratos tém sido utilizados pela medicina
popular no tratamento do ofidismo e mais uma gama de condi¢des patologicas, como estudado
por Gomes (2015), onde conclui que o extrato aquoso das folhas de Jatropha mollissima possui
substancias ativas capazes de inibir alguns efeitos causados pelo veneno botrépico. E Bitencourt
(2015), que observou os efeitos do extrato aquoso da Mimosa tenuiflora sobre o veneno de
serpentes do género Bothrops. Diversas substancias, desde origem animal, vegetal ou mineral
sdo comumente usadas de forma empirica na tentativa de conseguir reverter a sintomatologia

causada pela inoculacdo da peconha (MOTTA, 2008; GOMES, 2015).

1.4 CREOLINA®

A Creolina® foi langada no mercado nos anos 30 pela empresa WILLIAM PEARSON
LTDA. Atualmente é produzida e comercializada pela EUROFARMA LABORATORIOS
LTDA. Considerada um desinfetante preto, possui em sua natureza quimica uma mistura de
hidrocarbonetos derivados do “coal-tar”, cresois e fendis. Aparentemente se apresenta em forma
liquida ligeiramente turva de cor ambar escuro, homogéneo, isento de particulas, odor forte
caracteristico e pH 8.5-9.5. Tem ampla utilizagdo na medicina veterinaria como solugdo
germicida, antisséptica e anti-helmintica, além disso, ha relatos do uso da Creolina® na
producdo de explosivos, perfumes, na fabricacdo de reveladores fotograficos e controle de
patogenos e pragas agricolas (WIEST, 1984; STEFFEN et al., 2010).

A Creolina® ¢ usada de forma empirica, em bovinos e pequenos ruminantes no cariri da
Paraiba com finalidade de reverter o quadro clinico causado pelo envenenamento de picadas de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus. A medicina popular € o conhecimento empirico
difundem que o produto ¢ administrado em pequena quantidade, puro na lingua do animal ou
no focinho para inala¢do, imediatamente apods a constatacdo 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).

O mecanismo de agdo da Creolina® ainda ndo € totalmente esclarecido, porém alguns

autores afirmam que seus compostos quimicos atuam no mecanismo de coagulacdo das



16

proteinas de membrana de microrganismos, inativando as enzimas e desnaturando proteinas
favorecendo a morte celular (WIEST, 1984; JAIGOBIND et al., 2007).

Tais suspeitas associadas ao historico do uso empirico, embasam a teoria de um possivel
efeito desse composto sobre o veneno botropico circulante na vitima nos casos de
envenenamento, sua possivel capacidade de desnaturar proteina e inativar enzimas, fornecem
um amplo campo de estudo a fim de atestar a inativagdo do veneno em tempo habil que podem
favorecer o desenvolvimento de protocolos emergenciais, de facil acesso e baixo custo, que

seriam de grande valia dentro da medicina.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Histologia Animal PPGCAN/CCA,
Campus Il da Universidade Federal da Paraiba, Areia-PB. O estudo foi realizado de acordo com
os Principios Eticos e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal da Paraiba (CEUA-UFPB, protocolo n° 038/2016).

2.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, machos, pesando
entre 150 a 250g, provenientes do Biotério Prof. Thomas George, Campus I da UFPB, Joao
Pessoa-PB. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas de 40x50x20 centimetros (cm),
sob temperatura controlada (22-24°C) e ciclo natural de luz. Agua e ragdo comercial seca

(Purina — Roedores) foram fornecidas ad libitum.

2.3 VENENO E CREOLINA®

Foram utilizadas peconhas liofilizadas de Bothrops jararaca (Bja — Lote 01/08-10),
fornecidas pela Central de Venenos- NEVAS do Instituto Butantan. O veneno foi mantido a
-20°C e no momento do uso, pesado e dissolvido em solucdo salina estéril chegando a
concentragdo de 1 mg/ml. A inoculacdo do veneno foi feita no terco médio da face lateral do
membro posterior direito do rato, na dose de 3,2 mg/kg de peso vivo por via intramuscular, apos
tricotomia e antissepsia do local.

Esta dose foi determinada em experimento piloto, onde foram administradas doses
crescentes do veneno botrépico (B. jararaca) de 0,4mg/kg a 4mg/kg em ratos Wistar machos,
pesando entre 200 e 300g seguindo 0 mesmo padrédo de avaliacdo deste experimento, a fim de
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determinar a menor dose capaz de desencadear sintomatologia local e sistémica condizente com
0 envenenamento, sem Gbito apds 36 horas da inoculagéo.

A dose utilizada e avaliacdo dos efeitos benéficos da Creolina® sobre o veneno foram
desenvolvidas com base nas informacdes da populacdo, que sdo consolidadas na medicina
popular, onde em casos de acidentes ofidicos, os produtores administram uma quantidade néo
conhecida do produto puro por via oral, ou em caso de ruminantes administram na narina
relatando que os animais inalam o composto apresentando efeitos mais rapidamente (dados nao
publicados). Por ndo haver conhecimento a respeito da dose da Creolina® utilizada pelos
produtores, foi preconizado inicialmente neste estudo a avaliagdo com o volume de 0,1ml em
todos 0s grupos experimentais, por ser proporcionalmente a média do que relatam utilizar no

campo sem base cientifica.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental objetivou abordar trés diferentes vias de acesso do produto
ao sistema circulatorio: oral, topica e intramuscular. Assim, quatro grupos experimentais, foram
organizados de acordo com a via de administracdo da Creolina®, exceto o grupo controle onde
foi apenas inoculado o veneno liofilizado da serpente Bothrops jararaca, por via intramuscular.
Os animais foram identificados por nimeros cardinais de um a cinco, dentro do grupo (Figura
1).

Cada grupo foi composto por cinco animais distribuidos aleatoriamente, sendo:

Grupo A: Inoculados com veneno botrépico (3,2mg/kg), por via intramuscular;

Grupo B: Inoculados com veneno botrépico (3,2mg/kg), por via intramuscular e
administrado Creolina® (0,1ml) por via oral;

Grupo C: Inoculados com veneno botrépico (3,2mg/kg), por via intramuscular e
administrado Creolina® (0,1ml) por via topica com auxilio de gaze estéril;

Grupo D: Inoculados com veneno botrépico (3,2mg/kg), por via intramuscular e

administrado Creolina® (0,1ml) também por via intramuscular na mesma seringa.

2.5 AVALIACAO CLINICA

A cada uma hora, desde a inoculacdo do veneno até o momento da eutanasia, realizada
oito horas ap0s a inoculacao, usando adaptacdes no modelo de avaliacéo apresentado por Motta
(2008), os animais foram inspecionados para identificar alteragdes no comportamento, na

locomocdo (ambulacéo e claudicacdo), manifestagcéo de dor e presenca de anorexia. O local da
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inoculacdo foi também examinado para identificacdo de hemorragias e edemas. A urina foi
inspecionada para identificagdo de alteracfes macroscopicas.

As alteracGes neurologicas foram avaliadas por escores: leve/ausente — 0 animal nédo
apresentava sinais ou pouco sinais de depressdo ou nenhuma alteracdo no estado mental,
moderado - 0 animal apresentava sinais de depressdo e alteracdo no estado mental mas
respondia a estimulos e grave - o animal ndo respondia a estimulos e apresentava alteracéo
evidente no estado mental. A locomocdo foi avaliada como presente ou ausente, com ou sem
apoio do membro. As alteragdes musculoesqueléticas, presenca de dor, anorexia, hematuria e
hemorragia local foram analisados como presente ou ausente. Quando presentes, o intervalo de
tempo onde essas alteragfes foram encontradas foi notificado.

A atividade edematogénica foi medida com auxilio de um paquimetro a cada uma hora,
obtendo em centimetros a largura e altura do terco médio da coxa direita dos animais usando
como referéncia o terco médio da tibia. Ao tracar um corte sagital imaginario na regido da
afericdo, obtém-se uma elipse, forma geométrica que permite o calculo da area utilizando a

férmula abaixo (Figura 2).

Aelipse =r-ab

Onde, Aclipse = &rea da elipse, a = maior raio, b = menor raio e = = 3,14 (SILVA, 2014).
As medidas obtidas pela formula foram usadas, para quantificar a evolucdo do edema causado

pelo veneno botrépico com o passar do tempo.

2.6 AVALIACAO LABORATORIAL
2.6.1 PATOLOGIA CLINICA

O sangue foi coletado por puncdo intracardiaca momentos antes da eutanasia por
deslocamento cervical como preconiza o Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA, 2015), as amostras foram acondicionadas de acordo com o exame
laboratorial a ser realizado como determinado pelo Laboratoério de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario (HV/CCA/UFPB) da Universidade Federal da Paraiba, onde os exames foram
realizados.

O eritrograma e contagem total de leucécitos foram realizados usando o analisador
hematologico veterindrio pocH-100iV Diff SYSMEX, que utiliza 0 método de detec¢do por
impedéancia para contagem. A dosagem de hemoglobina foi feita pelo método livre de cianeto,
utilizando o mesmo contador de células. A determinacdo do volume globular foi feita pelo
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método de microhematdcrito usando tubos capilares. A dosagem do fibrinogénio plasmatico foi
feita pela técnica de precipitacdo pelo calor e a proteina plasmética total foi determinada por
refratometria. A contagem de plaquetas foi realizada em esfregacos corados com pandtico

rapido.

2.6.2 HISTOPATOLOGIA

Os animais foram eutanasiados ap6s oito horas da inoculacdo do veneno botrépico e
realizado necropsia com coleta de rins, figado, baco, coracéo e tecido muscular de cada animal.
As alteracdes foram avaliadas e classificadas de acordo com sua intensidade em: ausente (-),
leve (+), moderado (++) e intenso (+++).

As amostras foram fixadas em formol 10% por 24 horas, ap0s isso foram desidratas
usando alcool etilico em concentracbes crescentes, diafinizadas pelo xilol e impregnadas em
parafina liquida na estufa (60°C), em seguida foram incluidas em blocos uniformes contendo
uma amostra de cada tecido para que pudesse ser realizado cortes transversais usando
micrétomo modelo LEICA RM2255. Em sequéncia as ldminas foram submetidas a coloracéo
pela hematoxilina-eosina (HE) de acordo com o protocolo utilizado no Laboratério de
Histologia Animal PPGCAN/CCA para posterior montagem e andlise histopatoldgica em
microscopia de luz utilizando o microscopio modelo ZEI1ZZ SPOCE A1, sendo a avaliacdo feita
pelo mesmo profissional a fim de evitar variagdes analiticas (BERCAK & PAULETE, 1976).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AVALIACAO CLINICA
3.1.1 ALTERAGOES NEUROLOGICAS

Em relacdo as alteraces neuroldgicas, o grupo A composto por animais que receberam
apenas o0 veneno botrdpico, apresentou achados que corroboram os encontrados na literatura.
Nestes animais ndo houve alteracdo do estado de consciéncia, apenas prostracdo leve,
provavelmente devido a inoculagdo do veneno e dor, que levou a auséncia de locomogéo
durante as duas primeiras horas ap0s inoculagdo, porém com resposta a estimulos normal
(FUNASA, 2001; CASTRO, 2006; COSTA, 2010; TOKARNIA et al., 2014).

Ja nos grupos B, C e D os animais que receberam a Creolina® por alguma via
apresentaram grau de seda¢do moderado a grave que variaram até quatro horas ap6s inoculacao.
Foram considerados graves 0s casos em que 0s animais nao respondiam aos estimulos. Os

componentes desse grupo também apresentaram espasmos musculares involuntarios severos
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que persistiram por duas horas apds a inoculagéo, apds isso os animais foram gradativamente
voltando ao estado de consciéncia normal, adotando postura quadrupedal sem o apoio do
membro posterior direito e respondendo a estimulos (Tabela 1).

Esses achados confirmam o potencial toxico da Creolina® como causador de sonoléncia,
vertigem e tremores entre outros efeitos, como descrito pelo fabricante na Ficha de Informacdes
de Seguranca de Produto Quimico (FISPQ, 2011). Os mecanismos que envolvem os efeitos
toxicos da Creolina® ainda ndo sdo completamente descritos, porém seu potencial danoso ao
sistema nervoso é evidente. O grupo A que néo teve contato com a Creolina® néo desenvolveu
nenhuma alteracdo dessa natureza, diferentemente dos outros grupos, esse efeito toxico ndo é
relatado pelos produtores que utilizam o composto de forma empirica com suposta finalidade

antiofidica.

Tabela 1: AlteracOes identificadas em grupo de ratos Wistar apds envenenamento botropico
experimental (B. jararaca) e tratamento com Creolina® por via oral, tdpica e intramuscular.

Alteracdes GRUPO Al GRUPO B? GRUPO C? GRUPO D
CLAUDICACAO DE PRESENTE PRESENTE PRESENTE PRESENTE
APOIO
. AUSENTE AUSENTE AUSENTE AUSENTE
PUABLILNGAD OH-2H OH-3H OH-3H OH-4H
- GRAVE 0H-2H
ALTERACAO MODERADA
O e AUSENTE o GRAVE 0H-3H | MODERADA
2H-4H
MIOCLONIA AUSENTE OH-2H OH-2H OH-2H
HEMORRAGIA 2H-8H 2H-8H 2H-8H AUSENTE
DOR PRESENTE PRESENTE PRESENTE PRESENTE
HEMOGLOBINURIA 1H-3H 2H-3H 2H-3H 2H-3H
ANOREXIA AUSENTE OH-5H OH-3H OH-5H
MORTE 0/5 0/5 2/5 0i5

L Grupo controle que recebeu apenas o veneno botrépico (3,2mg/kg)

2 Grupo que recebeu o veneno botrépico por via intramuscular (3,2mg/kg) e Creolina (0,1ml) por via oral.

3 Grupo que recebeu o veneno botrépico por via intramuscular (3,2mg/kg) e Creolina (0,1ml) por via tdpica.

4 Grupo que recebeu o veneno botrdpico por via intramuscular (3,2mg/kg) e Creolina (0,1ml) por via intramuscular.

Ao efeito toxico da Creolina® é atribuida a morte de dois animais do grupo C, que
receberam o produto por via topica, trés horas apds a inoculacdo do veneno. Os animais
apresentavam tremores e alteragdo da consciéncia graves, ndo se mantinham em estagdo, nem

respondiam a estimulos. Na necropsia apresentavam edema pouco consideravel no membro



21

direito, grau minimo de necrose e hemorragia, e 6rgdos livres de qualquer alteracdo
macroscopica.

O veneno botropico ndo possui atividade neurotoxica direta, seu mecanismo de
intoxicacdo baseia-se em acdo proteolitica, coagulante e hemorrégica, porém alguns autores
observaram efeitos neuroldgicos nos acidentes causados por Bothrops spp., e relatam que tais
efeitos estdo relacionados com casos de acidente vascular cerebral (AVC), provavelmente
devido as lesGes no endotélio vascular provocadas pelo veneno (PINHO & PEREIRA, 2001;
MOTTA, 2008; SENISE, 2014). Mosquera et al. (2003) avaliaram pacientes que sofreram
envenenamento por este género de serpentes e observaram uma prevaléncia de AVC de 2,6%
em humanos, sendo mais de 80% de origem hemorragica, mesmo sendo uma prevaléncia baixa,
é importante ressaltar essa possibilidade visto o progndéstico ruim dessa ocorréncia, com alta
mortalidade e graves sequelas sendo correlacionado com envenenamento de serpentes sem acao
neurotdxica direta. Para avaliagdo de possivel acometimento nervoso, mais estudos sao
necessarios, como por exemplo a histologia do encéfalo e diagndsticos por imagem (MOTTA,
2008).

3.1.2 LOCOMOGCAO

Ao inicio da avaliagdo clinica, apds administracdo dos compostos, todos 0s animais
apresentaram prostracdo, relutancia ao movimento e desconforto ao movimentar 0 membro
inoculado com veneno. Animais do grupo A, comecaram a apresentar locomogcdo com
suspensdo do membro apés duas horas da inoculagdo (Figura 3), os componentes do grupo B e
C apresentaram locomocdo também com suspensdo do membro apés trés horas da inoculacao
e por ultimo, o grupo D apresentou locomoc¢do s6 ap6s quatro horas da inoculagdo, também
com suspensao do membro acometido (Tabela 1). Até o final do experimento, oito horas apds
a inoculacdo todos os animais ainda permaneciam com suspensdo do membro acometido.

O veneno botrdpico apresenta acdo miotdxica e proteolitica (PINHO & PEREIRA, 2001;
SOUZA, 2008) que leva a um dano grave ao tecido muscular, que pode muitas vezes levar a
alteracdes da estrutura e fungéo, devido agéo direta das fosfolipases A2 (GOMES, 2015). Essa
lesdo aguda pode ser a causa da relutdncia ao movimento evidenciada nas primeiras horas da
inoculacdo, ndo corroborando os resultados obtidos por Motta (2008), que relata a presenca de
locomocdo em animais inoculados com veneno botropico na dose 10mg/kg. Na avaliacdo da
locomocdo entre os animais dos grupos B, C e D, que receberam a Creolina®, a diferenca em

uma e duas horas entre os grupos, seja provavelmente devido a alteragdes no grau de sedagéo
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que esta diretamente envolvido com a locomogdo, sendo essa a possivel causa do
prolongamento da auséncia de locomogé&o e reversao seguinte.

Os marcadores citosélicos como a enzima creatina quinase (CK), sdo liberados logo apds
lesdo muscular por ruptura da membrana celular causada pelo excesso de calcio no intersticio
(GOMES, 2015). A dosagem de CK pode servir de marcador para avaliagdo dos efeitos

miotoxicos do veneno botropico em experimentos posteriores.

3.1.3 DOR E HEMORRAGIA

Quanto a presenca de hemorragia analisada neste estudo, os animais dos grupos A, Be C
apresentaram uma hemorragia tecidual no membro onde foi inoculado o veneno duas horas
apos o procedimento (Tabela 1). A lesdo ficou restrita a regido da coxa do membro direto, onde
0 veneno parece ter sido difundido. A musculatura apresentou aspecto friavel, enegrecida com
areas hemorragicas; porcdes da pele também apresentaram hemorragias e alteracdes vasculares.
A extremidade do membro ndo foi acometida. Os animais do grupo D ndo apresentaram
alteracdes na coloracdo e textura do membro, nem hemorragia e necrose. Supde-se que 0
composto administrado por via intramuscular em contato direto com o veneno tenha inibido a
destruicdo celular, evidente nos outros grupos, porém mais estudos sdo necessarios para
confirmar essa relagéo (Figura 4).

O veneno botrdpico quando inoculado naturalmente induz no local da mordida uma
reacao inflamatoria intensa, caracterizada por edema, hemorragia com posterior necrose, dor e
infiltracdo leucocitaria (FUNASA, 2001; ARAGAO et al., 2010; YAMASHITA, 2013;
GOMES, 2015). Na inoculacéo experimental usando peconha de serpente da espécie Bothrops
jararaca, houve reproducéo dos efeitos locais, com evolucdo analisada a cada hora. Todos os
animais apresentaram dor ao flexionar o membro, além de ndo o apoiar, desde imediatamente
apos a inoculacao até oito horas apés, quando foram eutanasiados (Tabela 1). Esses achados
sdo semelhantes aos encontrados por Tokarnia et al. (2006) que também relataram o
aparecimento de necrose, hemorragias e edema ap0s 0 envenenamento botropico tanto
experimental como de ocorréncia natural, em bovinos. Igualmente os resultados encontrados
por Motta (2008) que observou a formacgdo de hemorragia, edema e degeneragéo tecidual em

ratos Wistar apds inoculagédo experimental de veneno botrépico.

3.1.4 INGESTAO DE ALIMENTOS
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A anorexia e dificuldade na ingestdo de alimentos foi relatada na literatura, como achado
nos envenenamentos causados por serpentes do género Bothrops em bovinos (TOKARNIA &
PEIXOTO, 2006). Neste experimento, os animais dos grupos B e D nao buscaram alimento por
cerca de cinco horas apo6s a inoculagdo. Os componentes do grupo C apresentaram alimentacéo
normal s6 ap6s trés horas a partir da inoculacdo, e no grupo A ndo foi evidente nenhuma
alteracdo no consumo de alimentos e ingestao hidrica (Tabela 1). Esses achados sugerem que
as alteracOes de consciéncia causadas pela Creolina®, sejam a causa da inapeténcia transitéria,

pois 0s animais que nao receberam esse produto apresentaram normorexia e normodipsia.

3.1.5 ALTERACOES URINARIAS

Todos os animais experimentados (Grupos A, B, C e D), apresentaram urina de cor
vermelho escuro. O grupo A apresentou tal alteracdo apds uma hora da inoculacao e os demais,
duas horas ap6s. E sabido que o veneno botropico pode causar hematria devido sua ago
vasculotdxica, mas que a hemdlise intravascular pode desencadear o aumento da hemoglobina
livre e como conseguinte, hemoglobindria (PINHO & PEREIRA, 2001; TOKARNIA &
PEIXOTO, 2006; SENISE, 2014; FARIAS JR. & CHALKIDIS, 2015).

A coloracdo enegrecida geralmente é causada pela presenca de hemécias ou pigmentos
na urina, como hemoglobina nos casos de hemolise, e mioglobina nas lesdes musculares (SINK
& FELDMAN, 2006). As amostras de urina foram coletadas por miccdo espontanea e
centrifugadas, esse processo evidenciou ndo se tratar de hemacias integras pois ndo houve
sedimentacdo (Figura 5). Os animais do grupo D, ndo desenvolveram sintomatologia vascular
local, e nestes também ndo houve alteragdes nos valores hematolégicos e lesGes musculares,
mas houve alteragdes urinarias similares aos demais, sugerindo acometimento renal, a
Creolina® pode ter efeito toxico sobre o rim, além da acéo sistémica do veneno com lesdo direta

ao parénquima renal.

3.1.6 ATIVIDADE EDEMATOGENICA

Seguindo o proposto para avaliacdo, foi possivel acompanhar a evolugdo da atividade
edematogénica causada pelo veneno a cada uma hora. Os resultados evidenciam um aumento
significativo nas primeiras quatro horas apds a inoculacéo, principalmente na primeira hora, em
todos 0s grupos, apos o pico de evolucdo o edema foi sendo reduzido gradativamente até oito

horas ap0s, quando os animais foram eutanasiados (Grafico 1).
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O grupo A apresentou as médias mais altas quando comparado aos outros grupos em cada
hora analisada, este grupo recebeu apenas 0 veneno. J& os demais grupos que receberam a
Creolina® por diferentes vias, obtiveram uma evolucdo menor do edema mas entre si nao
obtiveram grandes diferencas. Essa reducdo quando comparado ao grupo A, sugere uma
possivel acdo da Creolina® sobre a atividade edematogénica do veneno botrépico, porém mais
estudos sdo necessarios para comprovar essa a¢do e quantifica-la com mais preciséo.

No acometimento vascular causado pelos componentes do veneno botrépico
principalmente as metaloproteases, ha um aumento no fluxo sanguineo e da permeabilidade dos
vasos devido a lesdo endotelial, assim ha um extravasamento de liquido para o espaco
intercelular caracterizando a formacdo de edema (CHAVES et al., 1995; SOUZA, 2008;
MOTTA, 2008).

Gréfico 1: Evolucéo da atividade edematogénica causada pela inoculacéo de veneno botropico
em ratos Wistar tratados com Creolina®.
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3.2 PATOLOGIA CLINICA
3.2.1 LEUCOGRAMA

Neste experimento, todos 0s animais apresentaram valores leucocitarios dentro dos
parametros para espécie (Tabela 2), este resultado pode ter sido encontrado devido a avaliacédo
ter sido feita oito horas apos a inoculacdo do veneno. Motta (2008) relatou a leucocitose por

estresse agudo em animais inoculados com veneno botrépico com valores significativos apos
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24 horas do momento da inoculagdo. O veneno botrépico induz um aumento da permeabilidade
vascular, caracteristica a formagdo do edema, essa mudanca estrutural na microvasculatura,
permite que as proteinas plasmaticas e leucocitos deixem a circulacdo e se acumulem no local
da injaria. Estudos sobre os efeitos hematoldgicos do veneno demonstram que sua ac¢ao causa
um leucograma de estresse, caracterizado por leucocitose com neutrofilia linfopenia e
eosinopenia (MOTTA, 2008; SANTORO et al., 2008).

3.2.2 ERITROGRAMA

Os animais dos grupos A, B e C tiveram consideravel reducdo do namero total de
hemécias apds oito horas da inoculagdo do veneno, estes animais também apresentaram
hemolise evidente apds centrifugacdo dos tubos capilares contendo amostras de sangue com
EDTA (Figura 6). Em contrapartida, os animais do grupo D que receberam o veneno por via
intramuscular juntamente com a Creolina®, apresentaram os valores dentro da normalidade
para a espécie (Tabela 2).

A hemoglobina também apresentou um valor médio abaixo do referencial nos animais
dos grupos A, B e C, diferentemente dos animais do grupo D, onde o valor médio se manteve
dentro dos parametros. O hematocrito dos animais inoculados com veneno botropico e
Creolina® por via oral e topica, ou seja, grupos A, B e C também teve os valores médios abaixo
dos valores de normalidade, apenas o grupo D apresentou os valores médios de hematdcrito
normais compativeis a espécie (BRANCO et al., 2011).

Tabela 2: Valores hematoldgicos de ratos Wistar machos, oito horas apds inoculacdo
experimental (B. jararaca) por via intramuscular e tratamento com Creolina® (0,1ml) por
diferentes vias de administracdo. Valores expressos em médias = S.D. Referéncias: BRANCO
et al. (2011); *UNOESTE (2008).

HEMOGRAMA GRUPO A! | GRUPO B2 | GRUPO C® | GRUPO D* | REFERENCIAS
LEUCOCITOS (x10%/uL) 6,2+1,4 6,9+0,7 4,4+0,5 6,2+0,3 6,3+0,5
HEMACIAS (x108/uL) 4,6+0,4 4,6+0,4 4,8+0,3 6,4+0,3 7,3+0,1
HEMOGLOBINA (g/dL) 9+0,2 9,5+0,9 9,6+0,4 13,2+0,3 15,0+0,2
HEMATOCRITO (%) 26+1 27+1 28+1 38+3 34,0+0,5
PPT (g/dL) 57+,1 5,7+0,3 5,6+0,1 6,2+0,1 6,1+0,1
FIBRINOGENIO (mg/dL) 200 200 200 400 100 — 400*
PLAQUETAS (10%/uL) 51,5+28,8 83437 97,2425 8104247 730,0+30,0

1 Grupo controle que recebeu apenas o veneno botrdpico (3,2mg/kg)
2 Grupo que recebeu o veneno botrépico (3,2mg/kg) e Creolina (0,1ml) por via oral.

3 Grupo que recebeu o veneno botrépico (3,2mg/kg) e Creolina (0,1ml) por via topica.

4 Grupo que recebeu o veneno botrdpico (3,2mg/kg) e Creolina (0,1ml) por via intramuscular.
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E atribuido ao veneno da B. jararaca, a atividade hemorragica devido presenca de
metaloproteinases como a jararagina, capazes de provocar lesbes na membrana basal dos
capilares e vénulas, gerando um consideravel sangramento local e sisttmico (YAMASHITA,
2013). AlteracGes hematoldgicas em pacientes que sofreram envenenamento botrépico séo
caracterizados pela queda no nimero de hemécias, volume globular (VG) e hemoglobina
(MOTTA, 2008).

3.2.3 PROTEINA PLASMATICA TOTAL (PPT) E FIBRINOGENIO

Takahira (1999) quando observou os efeitos do veneno botropico em caes, relatou que
nas alteracBes hematoldgicas houve uma queda do valor médio da PPT e sugere que essa
reducdo seja devido ao aumento na permeabilidade vascular provocada pelos componentes do
veneno. Corroborando esses achados, os componentes dos grupos A, B e C tiveram valores
reduzidos da PPT quando comparados aos valores de referéncia (Tabela 2). Os animais do
grupo D, apresentaram seus valores médios dentro dos parametros de normalidade, e quando
comparados aos dos demais grupos, foram consideravelmente mais elevados (Tabela 2).

A maioria dos venenos de serpentes do género Bothrops, apresentam substancias capazes
de produzir acdo coagulante por meio da hidrélise do Fator X (metaloproteinases), a
protrombina (metaloproteinases) e/ou o fibrinogénio (serinaproteases). Essas substancias
causam alteragGes no processo de coagulacdo normal caracterizadas pelo consumo dos fatores
de coagulacdo e conversdo do fibrinogénio em fibrina, levando a uma incoagulabilidade
sanguinea por consumo (MOTTA, 2008; YAMASHITA, 2014). O consumo do fibrinogénio é
visto na maioria dos estudos in vivo feitos com veneno botrépico (SPADACCI-MORENA et
al., 2006; TAKAHIRA, 1999). Neste experimento os valores do fibrinogénio ndo demonstraram
alteracdo evidente e se mantiveram dentro dos padr6es de normalidade para a espécie em todos
0S grupos experimentados, igualmente o encontrado por Motta (2008) que usou a mesma
técnica de precipitacao pelo calor, para quantificar o fibrinogénio em animais inoculados com
veneno botropico. SupBe-se que a hipofibrinogenemia encontrada por outros autores ndo foi
observada devido as diferentes técnicas utilizadas para este fim. Outros métodos mais
fidedignos podem ser usados para quantificar o fibrinogénio, como o método colorimétrico de
Ratnooff e Manzie, utilizado por Senise (2014) e Yamashita (2013).

3.2.4 PLAQUETOGRAMA
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Os resultados obtidos a partir da avaliacdo hematol6gica dos animais que tiveram contato
com o0 veneno botrdpico, evidenciam a a¢do vasculotoxica capaz de induzir queda nos valores
analisados, semelhante ao encontrado em estudos utilizando essa pegonha, exceto os animais
do grupo D (MOTTA, 2008; SANTORO et al., 2008; SENISE, 2014). As alteracdes nos grupos
B e C que tiveram contato com a Creolina® por via oral e topica, respectivamente e o veneno,
sugerem que a Creolina® né&o foi capaz de alterar a capacidade do veneno em induzir alteragdes
nos componentes sanguineos nos animais. Os animais do grupo D receberam o veneno
botropico juntamente com a Creolina® por via intramuscular, e ndo apresentaram alteracdes do
eritrograma condizentes com 0 envenenamento, sugerindo uma acdo neutralizante da
Creolina® sobre os componentes contidos no veneno que induzem lesdes hemodinamicas.

As plaquetas e os fatores de coagulacdo séo os principais relacionados com o mecanismo
de acdo do veneno botrépico. Diversos componentes contidos na peconha causam disturbios na
funcdo plaquetéria e plaquetopenia. A alteracdo da secre¢do plaquetéria causada pelo veneno é
temporaria, ja& sua acdo sobre 0s mecanismos que envolvem a agregacdo € duradoura
(SANTORO et al., 2004; YAMASHITA, 2013). Neste experimento os grupos A, B e C tiveram
uma contagem significativamente menor de plaquetas quando comparados aos valores de
referéncia para espécie (Tabela 2), além da presenca de agregacdo em todas as amostras,
semelhante aos efeitos do veneno botrépico encontrados por diversos autores (PINHO &
PEREIRA, 2001; TOKARNIA & PEIXOTO, 2006; SENISE 2014). Contudo, os animais do
grupo D apresentaram os valores dentro dos parametros estipulados para espécie e sem
formacdo de agregados. Esses resultados sugerem uma acdo da Creolina® sobre a capacidade
do veneno de induzir alteracdes neste tipo celular, assim reduzindo de maneira significativa as

lesbes produzidas pelo envenenamento botrépico.

3.3 HISTOPATOLOGIA

As amostras de baco, figado e coracdo, de todos os grupos apresentaram-se sem alteracfes
histopatoldgicas, resultados que sugerem a incapacidade da peconha e da Creolina®, em causar
lesGes nestes tecidos apos oito horas, resultados condizentes com a fisiopatogenia do veneno
botropico relatada na literatura (MOTTA, 2008; YAMASHITA, 2013; SENISE, 2014). Quanto
aos efeitos toxicos da Creolina®, estudos mais especificos sdo necessarios pois devido seu
potencial toxico para alguns sistemas, alteracdes histopatologicas podem ser evidenciadas com

o0 tempo.
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Uma das complicagdes sistémicas e frequente causa de morte nas vitimas de acidentes
ofidicos causados por B. jararaca, é a insuficiéncia renal aguda (IRA) (PINHO & PEREIRA,
2001). A insuficiéncia renal com desenvolvimento agudo, pode ser reversivel devido o
envolvimento de nefrotoxinas, que muitas vezes sdo substancias enddgenas como o célcio,
hemoglobina, mioglobina, urato, entre outras. As caracteristicas histopatologicas dessa leséo
sdo a degeneracdo e necrose dos tubulos contorcidos renais, com deslocamento da membrana
basal, e dilatacdo com posterior oclusédo da luz tubular por cilindros hialinos ou granulosos
(NUNES et al., 2010).

As amostras dos animais que recebem veneno botropico experimentalmente apresentaram
alteracbes que confirmam o efeito danoso do veneno sobre o sistema renal da vitima
(degeneracdo hidropica, necrose tubular aguda, presenca de cilindros hialinos e granulosos),
mas que entre 0s grupos experimentados apresentaram graus pouco variados (Tabela 3). A
presenca de cilindros hialinos e granulosos na luz dos tubulos renais foi evidente em todos 0s
animais experimentados (Figura 7). Os animais do grupo D, apresentaram uma leve diminuigao
da proporc¢éo de cilindros quando comparado aos demais, sendo essa alteracdo classificada
como moderada (++). A presenca de necrose tubular e degeneracéo hidropica nos grupos A e
B sugerem uma leséo glomerular com perda de proteina, e corroboraram os achados de Motta
(2008) e Takahira (1999) os quais encontraram alteragcdes semelhantes nos estudos com veneno

botrépico em ratos e caes, respectivamente.

Tabela 3: Média das alteracdes histopatoldgicas de rim e musculo de ratos Wistar apés oito
horas da inoculacdo do veneno botrépico e administracdo da Creolina®.

ALTERACOES RENAIS Al B2 C3 D*
Cilindros granulosos +++ +++ +++ ++
Cilindros hialinos ++ +++ +++ +
Degenerac¢do Hidrdpica + + + -
Necrose - Tabulos Proximais + + - -
ALTERACOES MUSCULARES Al B2 C3 D*
Hemorragia +++ +++ +++ -
Edema +++ +++ ++ +
Infiltrado Neutrofilico - - ++ +++
Degeneracéo Hialina da Fibra + + - -

1 Grupo controle que recebeu apenas o veneno botrdpico (3,2mg/kg)

2 Grupo que recebeu o veneno botrépico (3,2mg/kg) e Creolina (0,1ml) por via oral.

3 Grupo que recebeu o veneno botrépico (3,2mg/kg) e Creolina (0,1ml) por via tépica.

4 Grupo que recebeu o veneno botrdpico (3,2mg/kg) e Creolina (0,1ml) por via intramuscular.
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As avaliacGes histopatoldgicas das amostras de musculatura esquelética do local da leséo,
confirmaram a capacidade do veneno botropico de causar edema, hemorragia e necrose na
regido onde foi inoculado a peconha (FARIAS JR. & CHALKIDIS, 2015; BITENCOURT,
2015; GOMES 2015). Essas lesbes tambem confirmaram as suspeitas dos achados
macroscopicos (Figura 4-A). A hemorragia e edema foram as alteracdes histopatoldgicas
encontradas na musculatura, mas que se estenderam pelo subcutaneo e atingiram porcgdes da
pele (Figura 8-A), evidenciando a severidade da pegonha botropica quanto aos disturbios locais,
diferentemente dos efeitos do veneno crotalico (FUNASA, 2001).

Os animais dos grupos A, B e C apresentaram hemorragia e edema graves (+++), diferente
dos componentes do grupo D, que receberam o veneno e a Creolina® por via muscular, e na
avaliacdo histopatoldgica apresentaram apenas edema leve e nenhum grau de hemorragia, sem
presenca de degeneracdo da fibra muscular (Figura 8), esses achados corroboram os achados
clinicos e macroscépicos encontrados neste experimento (Figura 4). Além da hemorragia e
edema, nos grupos A e B, algumas fibras apresentaram degeneracéo hialina da fibra muscular
caracterizada por tumefacdo do feixe, aumento da eosinofilia, perda da angulosidade e
estriacOes da fibra muscular (McGAVIN & ZACHARY, 2013).

Os animais dos grupos C e D que receberam a Creolina® por via topica e intramuscular,
respectivamente, apresentaram infiltrado inflamatério com predominancia de neutréfilos na
musculatura, indicando uma reagdo imunoldgica aguda. Nos animais do grupo C, o composto
que foi aplicado sobre a pele, parece ter sido absorvido e capaz de induzir a resposta do sistema
imunoldgico com migracdo leucocitaria para o local, de forma similar ao grupo D onde a
Creolina® foi aplicada diretamente na musculatura (Figura 8-D).

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo histopatoldgica sugerem um efeito
neutralizante da Creolina® sobre o veneno botrépico (B. jararaca), quando administrada por
via intramuscular.

Os animais do grupo B nédo apresentaram diferenga microscopica quando comparados aos
do grupo A que receberam apenas o veneno. Levantando a hipotese de que a Creolina® por via
oral, na dose utilizada, ndo foi capaz de desenvolver acdo antiofidica, capaz de reverter 0s
achados.

Os animais do grupo C que receberam por via topica e apresentaram leves variacgoes,
sugere com isso uma absorcdo melhor do composto, quando comparado ao grupo B, mas que
suas concentracgdes absorvidas pelo animal ndo foram capazes de neutralizar a agdo do veneno

tdo efetivamente quando comparados aos resultados do grupo D.
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Figura 1: Rato da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar.
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Figura 2: Membro posterior de rato Wistar. (Linha tracejada: Area de afericdo pelo
paquimetro para quantificacdo do edema). Esquematizacdo de uma elipse e férmula para
calcular area.
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Figura 3: Rato Wistar com suspensao do membro direito, duas horas apés inoculacdo do
veneno botrépico (Bothrops jararaca).

Figura 4: (A) Membro posterior direto inoculado com veneno botrdpico por via intramuscular
apresentando edema e hemorragia evidentes. (D) Membro posterior direito inoculado com
veneno botropico e Creolina® por via intramuscular apresentando leve edema e nenhuma

alteracéo de coloragéo e conformacéo tecidual.



32

Figura 5: Amostras de urina dos 4 grupos experimentados apos centrifugacao, evidenciando
auséncia de sedimentac&o.

Figura 6: Tubos capilar usados para técnica de microhematdcrito. (A) Amostra de animal do
grupo A com evidente hemdlise; (D) Amostra de animal do grupo D com plasma translicido
sem indicios de hemdlise.
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Figura 7: Fotomicrografia da regido cortical do rim esquerdo de rato Wistar, oito horas apos
inoculacdo do veneno botrépico. Presenca de cilindros granulosos em tubulos contorcidos
distais (setas), e cilindros hialinos em tubulos contorcidos proximais (ponta de setas) (HE,

Figura 8: Fotomicrografia de regido medular do rim esquerdo de rato Wistar, oito horas apos
inoculacdo do veneno botrépico. Presenca de cilindros hialinos em tabulos (setas) (HE 40x).
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Figura 9: Fotomicrografias da musculatura da parte posterior da coxa direita de ratos Wistar,
oito horas apos inoculacao do veneno botropico. (A) Hemorragia difusa (setas) e edema
acentuado ap6s acao do veneno (HE, 10x); (D) Presenca de infiltrado inflamatdrio (a) e

edema leve apos inoculacao do veneno botropico e Creolina® por via intramuscular na parte

posterior da coxa direita (HE, 10x).

4. CONCLUSOES

O veneno botropico causa lesdes locais e sistémicas caracteristicas, quando inoculado por
via intramuscular em ratos Wistar na dose 3,2mg/kg.

A Creolina® apresenta efeitos tdxicos consideraveis quando administrada por vias oral,
topica e intramuscular e ndo apresenta atividade antiofidica consideravel quando administrada
pelas vias oral e topica na dose de 0,1ml por animal.

A Creolina® apresenta atividade antiofidica sobre o veneno da serpente Bothrops
jararaca, quando administrada por via intramuscular juntamente ao veneno, evitando o

desenvolvimento da sintomatologia local e sistémica caracteristica da intoxicacao.
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer favoravel da comisséo de ética no uso de animais (CEUA) da UFPB.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO PROJETO DE PESQUISA

1. DADOS DO PROJETO

1. Titulo do projeto:
PESQUISA DA POTENCIAL TERAPEUTICO DA CREOLINA (PEARSON) NA REVE RSAO DE ACIDENTES
QFiDICOS EM BOVINOS E RATOS

2. Pesquisadbr responsavel:
Prof. Dr. Ricardo Romao Guerra

3. Centro (Sigla): 4. Departamento:

CCA/UFPB Departamento de Medicina Veterinaria

5. Numero de protocolo: 6. Data de submissao: 7. Data da relatoria:
038/2016 22/05/2016 10/06/2016; 17/06/2016

8. Apresentacdo do projeto:

Acidentes ofidicos tem grande importancia na bovinocultura nacional, geralmente culminam em morte dos
acometidos gerando grande perda econdmica, essa problematica afeta tanto grandes criagdes quanto o
sistema de agricultura familiar dos pequencs produtores, onde muitas vezes n3o se tem disponivel em tempo
habil o tratamento indicado nos casos de acidentes ofidicos, assim fazendo usoc apenas de técnicas
empiricas da medicina popular. A creolina é amplamente usada pelos pequenos produtores e vagueiros
da Paraiba em casos de picada de jararaca (Bothrops jararaca) em bovinos, caprinos e ovinos, por
apresentar, sequndo populares, resultados quase sempre satisfatorios faz dessa técnica a Unica usada
nesses casos. N3o ha na literatura estudos cientificos que apontem ou teste o efeito da Creolina em casos de
picada de jararacas em animais com a revers3o dos sintomas como os ditos populares revelam, sendo assim,
toma-se importante tal experimentac3o para provar tecnicamente tal medida, ou a desmitificar.

9. Substituicdo de metodologia: | SimM X | NAO

9.1 Comentarios:
(Se achar necessdrio, justifique e sugira uma nova metodologia para redugéo do nimero de animais)

1. INFORMAGCOES RELATIVAS AOS ANIMAIS

1. Espécie: 2. Numero amostral:
Rattus novergicus — Linhagem Wistar 32 unidades, sendo 16 machos e 16 fémeas.
3. Justificativa do nimero amostral: Adequado " X | Inadequado

3.1 Comentarios:
O solicitante acatou a retirada do grupo com administragdo apenas do veneno de jararaca. Precisa
apenas ajustar os numeros tanto no formulario quanto no projeto.

4. Acomodagdo e manutencao: [_x__ Adequado _] Inadequado

4.1 Comentarios:
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5. Manipulacdo dos animais: i X | Adequado I Inadequado

4.1 Comentarios:

6. Analgesia dos animais (se aplicavel): Adequado \ I Inadequado

6.1 Comentarios: _ ,
Os autores jusﬁﬁcam que os analgésicos interfeririam nas reagSes dos tratamentos.

7. Anestesia dos animais (se aplicével): [ ’ Adequado j I Inadequado
7.1 Comentarios:
8. Eutanasia dos animais (se aplicavel): X Adequado _l Inadequado

8.1 Comentarios: ‘ )
Anestesia com propofol (12mg/Kg), seguida de deslocamento cervical. Esta forma de eutanasia esta
descrita como recomendavel nas DIRETRIZES DA PRATICA DE EUTANASIA DO CONCEA (2013) como
forma de eutanasia para roedores.

1il. SITUAGAO DO PROJETO

X Aprovado \—] Com pendéncia Negado

7K Consideraoﬁes sobre o parecer:

O projeto apresenta fundamentagdo tedrica, relevancia cientifica e viabilidade técnica. Os autores
retiraram o grupo experimental questionado. Baseado no exposto, nosso parecer € favoravel a
execucao deste projeto, salvo melhor juizo desta comissdo.

Jodo Pessoa, 17 de junho de 2016.
Comissdo de Etica no Uso de Animais.
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