UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Escola de Veterinaria
Programa de Pés-graduacio em Ciéncia Animal

Raquel da Silva Ferreira

AVALIACAO DOS EFEITOS CARDIOTOXICOS DO ENVENENAMENTO
LOXOSCELICO EXPERIMENTAL E SEU TRATAMENTO COM SUBPRODUTOS
DE CELULAS-TRONCO MESESQUIMAIS

Belo Horizonte
2025



RAQUEL DA SILVA FERREIRA

AVALIACAO DOS EFEITOS CARDIOTOXICOS DO ENVENENAMENTO
LOXOSCELICO EXPERIMENTAL E SEU TRATAMENTO COM SUBPRODUTOS
DE CELULAS-TRONCO MESESQUIMAIS

Tese apresentada ao Programa de Pos-

gradua¢do em Ciéncia Animal da Escola de

Veterinaria da Universidade Federal de Minas

Gerais, como requisito parcial para a obtengao

do grau de Doutora em Ciéncia Animal

Area de Concentragdo: Medicina e Cirurgia

Veterindrias.

Orientadora: Marilia Martins Melo

Coorientadores: Jader dos Santos Cruz
Roberto Baracat de Araujo

Belo Horizonte
2025



F383a Avaliagdo dos efeitos cardiotdxicos do envenenamento loxoscélico
experimental e seu tratamento com subprodutos de células-tronco
mesenquimais/ Raquel da Silva Ferreira.- 2025.

191 f: il
Orientadora: Marilia Martins Melo
Coorientadores: Jader dos Santos Cruz
Roberto Baracat de Araujo
Tese (Doutorado) apresentada a Faculdade de Medicina Veterinaria da|
UFMG, como requisito parcial para obtencdo do titulo de Doutora em
Ciéncia Animal.
Area de Concentragio: Medicina e Cirurgia Veterinarias.
Bibliografia f. 159 a 191.
1. Aranha marrom — Veneno - Teses — 2. Aranha — Veneno — Teses
— 3. Loxosceles — Teses - 1. Melo, Marilia Martins - II. Cruz, Jader dos
Santos — III. Aragjo, Roberto Baracat de — IV. Universidade Federal de
Minas Gerais, Escola de Veterinaria — V. Titulo.
CDD - 636.089

Ferreira, Raquel da Silva, 1993-

Bibliotecaria responsavel Cristiane Patricia Gomes CRB 2569

Biblioteca da Escola de Veterinaria, UFMG.


https://catalogobiblioteca.ufmg.br/autoridades?q=1168461&for=AUTORIDADE_TODOS&aut_id=1168461
https://catalogobiblioteca.ufmg.br/autoridades?q=1168461&for=AUTORIDADE_TODOS&aut_id=1168461

L LYY

)
I avs
log
h
il U
[
d> L]
. o
u -\*t
[
I'...

i
.

LETTT LY

e

e ]
% INCIPIT VITA MOV
..-'" ok
T

L T T LA

T Y
SUNIVERS
FEE!

‘.‘
o L
"

|;fp;
-

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

ESCOLA DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

FOLHA DE APROVACAO
RAQUEL DA SILVA FERREIRA

Tese submetida a banca examinadora designada pelo Programa de Pds-Graduacdo em
CIENCIA ANIMAL, como requisito para obtenc¢do do grau de DOUTORA em CIENCIA
ANIMAL, drea de concentracdao Medicina e Cirurgia Veterinarias. Defesa da tese intitulada:
"AVALIACAO DOS EFEITOS CARDIOTOXICOS DO ENVENENAMENTO LOXOSCELICO
EXPERIMENTAL E SEU TRATAMENTO COM SUBPRODUTOS DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS".

Aprovado(a) em 14 de julho de 2025, pela banca constituida pelos membros:
Dr.(a). Marilia Martins Melo - Orientador(a)
Dr.(a). Luiz Eduardo Duarte de Oliveira
Dr.(a). Rubens Antonio Carneiro
Dr.(a). Clara Guerra Duarte

Dr.(a). Fernanda dos Santos Alves

Documento assinado eletronicamente por Marilia Martins Melo, Professora do
Magistério Superior, em 15/07/2025, as 09:43, conforme horario oficial de Brasilia,
com fundamento no art. 52 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

—
cail .
S€E &

| eletrénica

-
Documento assinado eletronicamente por Clara Guerra Duarte, Usuario Externo, em

—
JEI! E11| 15/07/2025, as 11:03, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art.

{ Ef.::i?gﬁ'ﬂ:'é‘ 52 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

=

_ 'I Documento assinado eletronicamente por Fernanda dos Santos Alves, Usudria
:ggl:‘ Eﬁ Externa, em 15/07/2025, as 12:06, conforme hordrio oficial de Brasilia, com
trdnica fundamento no art. 52 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

| eletrénica
;_I" ) Documento assinado eletronicamente por Rubens Antonio Carneiro, Professor do
jEI_ Eill Magistério Superior, em 15/07/2025, as 14:18, conforme hordrio oficial de Brasilia,
| AR com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.
{I—
- -

Documento assinado eletronicamente por Luiz Eduardo Duarte de Oliveira,

@
JEI! fﬂ Professor do Magistério Superior, em 15/07/2025, as 20:40, conforme horério oficial
vy de Brasiiia, com fundamento no art. 5¢ do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de

I eletrbnica
2020.



http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

Referéncia: Processo n? 23072.213929/2021-91 SEI n2 4355017


https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AGRADECIMENTOS

Inicialmente, agradeco a Deus por permitir que eu chegasse até aqui. A fé¢ foi o

combustivel que me fez caminhar e me deu forgas para superar os obstaculos.

Agradego imensamente aos meus pais, Carlos e Katia, por sempre segurarem a minha
mao e acreditarem em mim nos momentos em que eu mesma nao acreditava. Nunca teria

conseguido sem o0 amor € 0 apoio de voceEs.

Ao Antonio e ao Vicente, por serem a minha familia e fonte de amor e apoio
incondicionais. Ao Antdnio, que foi um ouvinte ¢ melhor amigo em todas as etapas vividas, e
até “colocou a mao na massa” para me ajudar. Ao Vicente, que me impulsiona a ser melhor com

0 seu sorriso ¢ a sua alegria de viver.

A minha irma Juliana, que sempre foi uma pessoa excepcional na minha vida e nunca

mediu esfor¢os para me amparar.

Agradeco a Professora Marilia Martins Melo por todos os anos de convivio e os grandes
aprendizados académicos ¢ de vida proporcionados. Foram etapas de muito crescimento

profissional e pessoal.

Ao Professor Jader dos Santos Cruz, que abriu as portas do seu laboratorio para mim

com todo o carinho e me deu inimeras oportunidades de aprendizado e trabalho.

Ao Professor Roberto Baracat de Araudjo, por toda a orientacdo e contribuigcdes que

tornaram esse trabalho melhor.

Ao Professor Carlos Delfin Chavez-Olortegui, que nos auxiliou com as suas orientagdes

e nos forneceu condi¢des melhores para a execucdo deste trabalho.

Ao Professor Artur Santos-Miranda, que também foi um grande mentor e me auxiliou

em todas as etapas desse processo, sempre com bom humor e boa vontade.

Nao poderia esquecer das minhas grandes parceiras de laboratorio: Paula, Anna Paula e
Gabrielly, que estiveram comigo em todos os momentos de execucdo desse experimento,

tornando tudo mais leve e divertido.

Aos queridos amigos que fiz no LAMEX, esse laboratério que me acolheu da melhor
maneira possivel. Fica dificil citar todos, mas agradego especialmente ao Ivan, que se tornou

um grande amigo e trabalhou bastante para que os resultados fossem possiveis.



Ao amigo Marco Tulio, que, além de auxiliar com as analises laboratoriais, foi muito

solicito para quaisquer duvidas, com toda a sua gentileza e presteza.

Agradego a Biocon® pela gentil doagao dos kits laboratoriais de CK-MB, cTnl e NT-

pro-BNP, imprescindiveis para a realizagdo do experimento.

Agradego a Universidade Federal de Minas Gerais por me proporcionar educagao de
qualidade ao longo de todos esses anos, por sua estrutura e corpo docente inigualdveis. A Escola
de Veterinaria e ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas, locais onde pude aprender e executar os

experimentos da melhor forma.

Agradeco ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq)

pelo suporte financeiro (Processo: 308754/2021-2) e, pela bolsa de doutorado.



“N3ao havera borboletas se a
vida ndo passar por longas e
silenciosas metamorfoses.”

(Rubem Alves)



RESUMO

O veneno das aranhas do género Loxosceles sp. ¢ capaz de causar um quadro clinico
denominado loxoscelismo, caracterizado por dermonecrose, injuria renal aguda e outros
disturbios sistémicos, que, eventualmente, podem levar ao 6bito. Todavia, pouco se sabe sobre
os efeitos cardiotoxicos do veneno loxoscélico. Além disso, como ndo existe antidoto
disponivel na medicina veterinaria, a busca por novas terapias eficazes ¢ imperativa. Diante
desse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos cardiotoxicos do veneno
de L. intermedia em cobaias (Cavia porcellus) e a utilizagdo do secretoma como tratamento
nesse envenenamento. Para isso, foram utilizados 28 machos higidos, distribuidos em cinco
grupos: (A) desafiado com salina a 0,9% e tratado com salina a 0,9%; (B) desafiado com 14pg
de veneno de L. intermedia e tratado com salina a 0,9%; (C) desafiado com salina a 0,9% e
tratado com 160ug de secretoma; (D) desafiado com 14pg de veneno de L. intermedia e tratado
com 160ug de secretoma; (E) desafiado com 14pug de veneno de L. intermedia e tratado com
0,2mL de soro antiloxoscélico humano (antiveneno). Durante 14 dias, os animais foram
avaliados por meio de eletrocardiograma, e exames hematologicos e bioquimicos plasmaticos.
Apbs esse periodo, os animais foram eutanasiados para avaliagdo anatomo-histopatoldgica e
isolamento de cardiomiocitos para estudo da contratilidade e patch clamp (ex-vivo). Os
resultados revelaram que o veneno loxoscélico foi capaz de interferir na atividade cardiaca, pois
causou varias arritmias in vivo e alteragdes nos parametros de contratilidade e potencial de agao
cardiacos (ex-vivo). Possivelmente, os efeitos deletérios do veneno sobre o coragdo ocorrem de
maneira indireta, por alteracdes de oxigenacdo e vascularizacdo causadas pela presenca de
coagulos, além de processos inflamatdrios, tais como infiltrados linfo-plasmocitarios e linfo-
histioplasmocitarios no miocardio e endocardio, visualizados na microscopia Optica. Em
relagdo a nova terapia estudada, o uso do secretoma na dose de 160ug como tratamento do
loxoscelismo ndo se mostrou superior ao uso do antiveneno. Mas, comparando os animais
envenenados e tratados com secretoma aos tratados com placebo (grupo B), o numero de
arritmias cardiacas foi bem menor, o que sugere a necessidade de mais estudos para melhor

caracterizacdo da sua composi¢ado e estabelecimento de doses terapé€uticas.

Palavras-chave: Arancismo, cardiotoxicidade, células-tronco



ABSTRACT

The venom of spiders of the genus Loxosceles sp. can cause a clinical condition called
loxoscelism, characterized by dermonecrosis, acute kidney injury, and other systemic disorders
that can eventually lead to death. However, little is known about the cardiotoxic effects of
loxoscelic venom. Furthermore, since there is no antidote available in veterinary medicine, the
search for effective new therapies is imperative. Given this context, the present study aimed to
evaluate the cardiotoxic effects of L. intermedia venom in guinea pigs (Cavia porcellus) and
the use of secretome as a treatment for this envenomation. For this purpose, 28 healthy males
were used and distributed into five groups: (A) challenged with 0.9% saline and treated with
0.9% saline; (B) challenged with 14ug of L. intermedia venom and treated with 0.9% saline;
(C) challenged with 0.9% saline and treated with 160ug of secretome; (D), challenged with
14ug of L. intermedia venom and treated with 160ug of secretome; (E) - challenged with 14pg
of L. intermedia venom and treated with 0.2mL of human antiloxoscelic serum (antivenom).
For 14 days, the animals were evaluated by electrocardiogram, hematological, and plasma
biochemical tests. After this period, the animals were euthanized for anatomohistopathological
evaluation and isolation of cardiomyocytes for study of contractility and patch clamp (ex vivo).
The results revealed that loxoscelic venom was able to interfere with cardiac activity, as it
caused several arrhythmias in vivo and changes in cardiac contractility and action potential
parameters (ex vivo). The deleterious effects of the venom on the heart may occur indirectly,
such as changes in oxygenation and vascularization caused by the presence of clots, in addition
to inflammatory processes, such as lymphoplasmacytic and lymphohistioplasmacytic infiltrates
in the myocardium and endocardium, visualized under optical microscopy. Regarding the new
therapy studied, the use of secretome at a dose of 160ug as a treatment for loxoscelism was not
superior to the use of antivenom. However, when animals envenomed and treated with
secretome were compared to animals treated with placebo (group B), the number of cardiac
arrhythmias was much lower, which suggests the need for further studies to better characterize

its composition and establish therapeutic doses.

Key words: Arachnidism, cardiotoxicity, stem-cell.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Distribuicdo das aranhas do género Loxosceles spp. € do género Sicarius spp. em

AIfETENTES CONTINEINES. ...eutiiiiiiiiietie ettt ettt ettt ettt e st esat e et e e bt e et e e saeesnbeessaeenneens 23
Figura 2. Dimorfismo sexual entre aranhas da espécie Loxosceles intermedia ....................... 24
Figura 3. Caracteristicas fisicas exclusivas do género Loxosceles SPP .....cceecvercveecvveneeeveennnn. 25
Figura 4. Teia de aranha do g€Nnero LoxoSceles SPP......ccveeeveerieecieenieeiieenieeieeneeeieeseeeveenenes 25
Figura 5. Lesdo eritematosa no membro posterior de paciente humano picado por uma aranha
O ZENETO LOXOSCOLES SP ..ottt ettt ettt ettt ebe e st e esbeesseesnseesaaessseessaeenseens 30
Figura 6. Lesdo ulcerativa caracteristica do 10X0SceliSmo ..........ccceovveviieriieiiieniieeiieeieeieeee, 31
Figura 7. Les3o dermonecroética na regido interescapular de cobaia da espécie Cavia porcellus
apos envenenamento 10X0SCElICO eXperimental...........cccvevvieciieriiiiiienieeieerie e 31
Figura 8. Desenho esquematico mostrando a evolugdo das células ao longo do
desenvolvimento EMDBIIONATIO ......ocuiiiirieiieieiieie ettt 34
Figura 9. Composiga0 do tecido adiPOS0.......eevvieruieeiieriieeiieriieeieerite et eee e seeereesaeeree e 36
Figura 10. Etapas do processo de isolamento de CT mesenquimais a partir de tecido adiposo
.................................................................................................................................................. 38
Figura 11. Secretoma, seus componentes, mecanismos de agdo e efeitos celulares. ............... 40
Figura 12. Correntes de membrana que geram um PA normal. ...........ccooeniininiiniiniincnnne. 44
Figura 13. Diferengas regionais na configuracdo do potencial de agao ..........ccceevveeueeneennnne 46
Figura 14. Desenho esquematico demonstra a sequéncia de eventos estimulados pelo PA.....51
Figura 15. Desenho esquematico da diade, evidenciando as principais proteinas envolvidas no
balanco de canal de Ca2+ do tIPo L ...coveriiiiiiiiiiiice e 51
Figura 16. Posicionamento dos eletrodos para realizacdo do ECG em cobaia da espécie Cavia
POTCEIIUS ...ttt ettt ettt ettt sttt ettt et ettt 55
Figura 17. Eletrofose SDS-PAGE do veneno de Loxosceles intermedia utilizado, em duas
diferentes concentragdes, e os valores de massa molecular da banda-padrao.......................... 61
Figura 18. Valores médios do eixo da onda P nos diferentes grupos experimentais durante o
tEMPO A€ ODSETVAGAOD. ..uviieiiieeiiie ettt ettt ee e e et e e et eesteeesaseeesnseesssseeesseesnnseesnseeens 63
Figura 19. Valores médios do eixo da onda P em cada grupo experimental durante o tempo de
ODSEIVAGAO. ..veeiiiiiiiieeeiiteeeeeitie e e e ettt e e e eetreeeeetaaeeeaeaaaeeeeeataeeeeaassaeeeeasssaaeeennsseeeeassaeeeeanssaeeeansees 64
Figura 20. Valores médios da duragdo da onda P nos diferentes grupos experimentais durante
0 tE€MPO AE ODSEIVAGAD ..eevviieeiiiieeiiieeeiieeeieeertee et ee ettt e etaeeeeaeessaeeesseeessseeessseeensseeensseesnnseesnnns 65
Figura 21. Valores médios da amplitude da onda P nos diferentes grupos experimentais
durante 0 tempo de ODSETVAGAO. ......eevviieriiieiiieeiee ettt et et e e e e ere e e beeenreesneeeenens 66
Figura 22. Valores médios da duragdo da onda P em cada grupo experimental durante o tempo
A ODSEIVAGAO ...ttt et e e e et e e e e eata e e e e etaae e e e aaaeeeeeanaaeeeeeaaaeeeeeneees 68
Figura 23. Valores médios da amplitude da onda P em cada grupo experimental durante o
tEMPO AE ODSETVAGAD ..ueveeiiieiiieiieeite ettt ettt et ettt e et e et e st e e bt e e beesseesnbeesnaeenseannnas 69
Figura 24. Valores médios da duragdo do intervalo PQ nos diferentes grupos experimentais
durante 0 temMPO A€ ODSETVAGAD ......eeeuvieiiieiiieiieeieeiie ettt ettt et e et eeseeeebeesaeeenbeessaesneens 70
Figura 25. Valores médios da duragdo do intervalo PQ em cada grupo experimental durante o
tEMPO AE ODSETVAGAD ..ueveeiiieiiieiieeiie ettt ettt et e ettt e et e et e st e e teeeabeesseesnbeesnaeenseennnas 71

Figura 26. Valores médios do eixo do QRS nos diferentes grupos experimentais durante o
tEMPO AE ODSETVAGAD ..ueveeiiieiiieiieeiie ettt ettt ettt et e ettt e st e et e e abeesaeesabeesnaeenseennnas 74



Figura 27. Valores médios da amplitude do QRS nos diferentes grupos experimentais durante

0 teMPO A€ ODSETVAGAD ..e.vvieuiiieiiieiieeiieeite ettt et et e e te et e esbeeteeebeesaaeenseenseesnseesseesnseessnesnseens 75
Figura 28. Valores médios da duragdo do complexo QRS nos diferentes grupos experimentais
durante 0 tempPO de ODSETVAGAO. .....eeevieriieeiieiieeieeriie ettt ettt et esteebeestaesbeesaaessseensaesnsaens 75
Figura 29. Valores médios do eixo do QRS em cada grupo experimental durante o tempo de
ODSCIVAGAOD ...eeevviiieiiiie et e ettt et ete e e ettt e e et e e e etteeeeabeeeeabeeetaeeesaeesasseesasaeesaseeeesseseassesesseeesseesnnes 76
Figura 30. Valores médios da amplitude do QRS em cada grupo experimental durante o tempo
AC ODSCIVAGAD ...veeeviieeiiiie ettt ettt e ettt e et e et e e e tt e e etaeeetaeeeaaaeeeaseeesaaeeeenseeeessesensseeennseeennes 77
Figura 31. Valores médios da duragdo do QRS em cada grupo experimental durante o tempo
A ODSCIVAGAO ...ttt e e et e e e ettt e e e eetta e e e eeaaaeeeeeaaaeeeeeasaeeeeennees 78
Figura 32. Valores médios da duragdo do intervalo QTc nos diferentes grupos experimentais
durante 0 temMpPO A€ ODSETVAGAOD ......eeecviieiiiieiiieeciee ettt ete e ee e et e e e e b e e sebeeesseeenaeeenens 81
Figura 33. Valores médios da FC nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
ODSEIVAGAO ...veeeieiiiieeceeitee e ettt ettt e e e et e e e et e e e e e etae e e e eetaeeeeeaaaaeeeeesseeeeeeaseeeeeenseeeeeesseeeeennrees 82
Figura 34. Valores médios da duragdo do intervalo QTc em cada grupo experimental durante o
tEMPO AE ODSETVAGAD ...eviiiiiiieiiieeiiee et ettt e ettt e et e e st e e s bt e e e st e esaseeesaseeessseeesseeesseeensseeans 83
Figura 35. Valores médios da FC em cada grupo experimental durante o tempo de observacao
.................................................................................................................................................. 84
Figura 36. Valores médios da amplitude da onda T nos diferentes grupos experimentais
durante 0 temMPO de ODSETVAGAO ......eeevieriieiiieiiieieerte et et ettt e st e ebeesteesbeesseeenbeesaeeesseessaesnsaens 85
Figura 37. Valores médios da variacao na amplitude da onda T em cada grupo experimental
durante 0 temMPO A€ ODSETVAGAO ......eeevieriieiiieiieeieerte ettt e et et e ebeesteesbeesseeenbeesaeessseessaesnseens 86
Figura 38. Tragado eletrocardiografico de cobaia higida mostrando ritmo sinusal.................. 88
Figura 39. Tragado eletrocardiografico de cobaia do grupo B mostrando uma taquicardia
SIMUSAL ..ttt ettt et e ae e et sh bt et e bt e bt e h e et be e et e e ae e 88
Figura 40. Tracado eletrocardiografico de cobaia do grupo B evidenciando extrassistoles
VEIETICULATES. ...ttt ettt b e ettt e st e e bt e et e bt e st e e bt e enbeebees 88
Figura 41. Tracado eletrocardiografico de cobaia do grupo B mostrando uma taquicardia atrial
.................................................................................................................................................. 89
Figura 42. Tracado eletrocardiografico de cobaia do grupo B, no qual se observa ritmo
JUICTIONAL ..ttt ettt et e st et e s at e e b e s st e ebeesaaeeaseesnbeenseessteeabeenseeenseens 89
Figura 43. Tragado de cobaia do grupo C.......c.cceviiiiriiiiiiiiiiiiiicetee st 89
Figura 44. Tragado de cobaia do grupo C.......c.ccooiriiriiiiiiiiiniieiiceeee et 89
Figura 45. Tragado de cobaia do grupo D ......ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee e 90
Figura 46. Valores médios do nimero total de ERI nos diferentes grupos experimentais
durante 0 temMPO A€ ODSETVAGAD ......eeeuvieriieiiieiie ettt ettt ettt et aee b e seeeeneens 92
Figura 47. Valores médios do ntimero total de ERI em cada grupo experimental durante o
tEMPO AE ODSETVAGAD ..ueveeiiieiiieiieeiie ettt ettt et e ettt e et e et e st e e teeeabeesseesnbeesnaeenseennnas 93
Figura 48. Valores médios da concentracdo de Hb nos diferentes grupos experimentais durante
0 teMPO A€ ODSETVAGAD ..euvvieniieiiiieiieeitieite ettt ettt et e et et esateesateenbeessaesnseesaeeenseessnesnseens 95
Figura 49. Valores médios da concentracdo de Hb em cada grupo experimental durante o
tEMPO A€ ODSETVAGAD ....vveieiiieeiiieeiiee et ettt e ettt e st e e st e e st e e sseeessseeessseeessseessseesnsseesnnseeans 97
Figura 50. Valores médios do Ht nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
ODSEIVAGAOD ...veieeiiiiieeeeiiee e e eetie e e ettt e e e ettt e e e e etaeeeeeetaaeeeeeataeeeeeansaeeeeanssaseeeasssseeeenssseeeennsseaeeensees 98

Figura 51. Valores médios do Ht em cada grupo experimental durante o tempo de observagao



Figura 52. Valores médios do VCM nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de

ODSCIVAGAOD ...eeuvvieeeiiieeiie e ettt ettt et e e ettt e e et e e e ta e e e taeeetseeetaeeesaeeeasaeesasesesssesesaseeeasseeensseeesseeans 101
Figura 53. Valores médios do VCM em cada grupo experimental durante o tempo de
ODSCIVAGAOD ...eeuviieeeiiieeiee e ettt ettt et e e ettt e e et e e e tb e e e taeeeetbeeetaeeeasaeesaseeesasesesnseeessseseasseeeasseeesseeans 102
Figura 54. Valores médios do CHCM nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
ODSCIVAGAOD ...eeuvvieeeiiieeiie e ettt ete e ettt e e ettt e et eeeetaeeeetbeeetaeeesaeeesaeesasesesasesessseeeasseeenssesesseeans 103
Figura 55. Valores médios do CHCM em cada grupo experimental durante o tempo de
ODSCIVAGAOD ...eeuvvieeiiiieeiee ettt ettt e e ettt e e ettt e e ta e e e taeeeetbeeetaeeeasaeeeasaeesaseseasseeessseeeasseeensseeesseeans 104
Figura 56. Valores médios do RDW-CV nos diferentes grupos experimentais durante o tempo
A ODSCIVAGAD ...t e et e e e et e e e e etae e e e e eaeeeeeeeateeeeeesaaeaeaans 105
Figura 57. Valores médios de RDW-CV em cada grupo experimental durante o tempo de
ODSCIVAGAO. ..vviiiiiiiiie e et e e e ettt e e ettt e e e et e e e e ettt e e e eettaeeeeeetaaeeeeeaasaeeeesaseeeeesssseeeesssseeeasaeeaeanns 108
Figura 58. Valores médios da contagem de PLT nos diferentes grupos experimentais durante o
tEMPO A€ ODSETVAGAD ....eveeeiiiieiiieeiiee ettt ettt et e e et eestbee e sbe e e s abeeesabeeesnseeenseeesseeennneas 109
Figura 59. Valores médios da contagem de PLT em cada grupo experimental durante o tempo
A ODSCIVAGAD ... et e et e e et e e e e ta e e e e e eaaeeeeeeaaeeeeeaaaeeeaans 110
Figura 60. Valores médios da contagem de LEU totais nos diferentes grupos experimentais
durante 0 temMpPO A€ ODSETVAGAOD ......eeevuiiieiiiieciiieeciee et ettt e tee e e e ebe e e sbeeeeaseeesseeenaeeens 111
Figura 61. Valores médios da contagem de LEU totais em cada grupo experimental durante o
tEMPO AE ODSEIVAGAD ...eevvieiiieeiiieiieeiieeite et e et e et e et eebeesateesbeessaeenseessseesseessseenseensseenseensnas 112
Figura 62. Valores médios da contagem de HET nos diferentes grupos experimentais durante
0 teMPO A€ ODSEIVAGAD ..c.vvieuiieeiiieiieeiieeiteeite et e ete et e et e ebeestaeesbeeseaeesbeessaeenseessseenseensseenseensnas 113
Figura 63. Valores médios da contagem de HET em cada grupo experimental durante o tempo
C ODSCIVAGAD ...veeeuviiiiiieeeiee ettt ettt et e et eeeta e e e taeeetaeeetaeeeaaeeesaseeeeaseeeaaseeeesseeensseeans 114
Figura 64. Valores médios da contagem de LINF nos diferentes grupos experimentais durante
0 tE€MPO AE ODSEIVAGAD ..eevviieeiiiieeiiiieeiieeeieeeeieeeriee ettt e etaeeeteeesaaeessaeeessseeensseesnsseesnsseesnsseeens 115
Figura 65. Valores médios da contagem de MON nos diferentes grupos experimentais durante
0 tEMPO AE ODSEIVAGAD ..eevviieeiiiieeiiieeeiieeeieeeeiteesteeeriteeetaeeetaeestaeessseeessseeesnseeennseesnsseesnnseeens 116
Figura 66. Valores médios da contagem de EOS nos diferentes grupos experimentais durante
0 tE€MPO AE ODSEIVAGAD ..eevvveeeiiieeeiiieeeiieesieeeriee et e estteeetaeeeteeessaeessseeessseeensseeennseesnsseesnnseeens 116
Figura 67. Valores médios da contagem de LINF em cada grupo experimental durante o
1753001 oL Ol S 0] o 1< o 1oz 1o TSRS PSRPRO 117
Figura 68. Valores médios da contagem de MON em cada grupo experimental durante o
1753001 o0 I S 0] o 1< o 1oz 1o TSSO 118
Figura 69. Valores médios da contagem de EOS em cada grupo experimental durante o tempo
A ODSCIVAGAD ...t e e e e e e et e e e et e e e e eeaaee e e e aaeeeeetareeeans 119
Figura 70. Variagdes na concentracdo de CK-MB nos diferentes grupos experimentais durante
0 tEMPO A€ ODSETVAGAD ..uvvieneieiiiieiieeiie ettt ettt et et e et e et e e bt eseee et e e saeeenbeesnbeenseesseeenseennnas 120
Figura 71. Valores médios da concentracdo de cTnl nos diferentes grupos experimentais
durante 0 tempPo de ODSETVAGAD. .....eevuvieriiiiiieiieeie ettt ettt et e st e et eesaeeenseeseeas 121
Figura 72. Lesdes macroscopicas na pele das cobaias .........ccceeevveevvviinciieiecieeeiie e 123
Figura 73. Lesao hiperémica discreta na pele de cobaia do grupo C .........cccvveevvveeiieeennenne 124
Figura 74. Microscopia Optica da pele de cobaia higida. ..........cccceeeeeiiiinciiiniiicieeee e, 125
Figura 75. Microscopia Optica da pele de cobaia do grupo B ........coocvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeee 127
Figura 76. Microscopia Optica da pele de cobaia do grupo C ........cccovvvevvieiiiieiiiiieiee e, 129
Figura 77. Microscopia Optica da pele de cobaia do grupo D .......ceeevvvieiieiniiiiiiiiieeeiee 130

Figura 78. Microscopia Optica do subcutidneo de cobaia do grupo D........cccceeviiiiiiniinennnn. 130



Figura 79. Microscopia Optica da pele de cobaia do grupo E (veneno + soro) .........ccceeueeee. 131
Figura 80. Representacdo grafica do escore atribuido as lesdes histopatoldgicas da pele nos

diferentes grupos EXPETIMENTALS ......ecvierrierreeriieeieeriieeteeteesteeseessreenseessseeseessseeseessseanseessns 133
Figura 81. Comparagdo do aspecto macroscopico do coracio de cobaia saudavel e de cobaia
O GIUPO B o ettt e b s nbeebeenaaeenbeenneas 133
Figura 82. Coragdo de cobaia do grupo B no momento da necropsia.........ccceeeveerveeveennnnne 134
Figura 83. Coragdo de cobaia do grupo C com aspecto hemorragico .........ccceeeveerveereennnnnne. 134
Figura 84. Coragdo de cobaia do grupo D ......cceeviiiiiiiiieieeiieeeeee e 135
Figura 85. Microscopia 6ptica do coracao de cobaia higida ..........cccccveevevieiiiieenciieeciieeiee 136
Figura 86. Microscopia 6ptica do coracao de cobaia do B.........cccceeeiviiiiiiiniiiiciccee e, 137
Figura 87. Microscopia Optica evidenciando a presenca de um codgulo circundado por HET
num animal do GIUPO B ....c..oiiiiii e e e e 138
Figura 88. Microscopia Optica do coracdo de cobaia do grupo B ........ceceeeiiiiiiiiiniicee. 138
Figura 89. Microscopia Optica do coracdo de cobaia do grupo C ........ccceeeiiieviiiiiienieeieennen. 139
Figura 90. Microscopia Optica do coracdo de cobaia do grupo D .......coevieiiiiiiiiiiniiceen. 140
Figura 91. Microscopia Optica do coracdao de cobaia do grupo E.........cccceeiiiiiiiiiiniiinnnnn. 141
Figura 92. Representacdo grafica do escore atribuido as lesdes histopatologicas do coragdo
nos diferentes Srupos EXPEriMENtALS .........cecueerieeriiierieeieerieeiee e et esiee et e sieeebeeseeeeeeesneeene 141
Figura 93. Média e o desvio-padrdo do tempo para o relaxamento 50% nos diferentes grupos
CXPCITMEIILALS ...evvieeieeeiieeiteeteeeteeteeeteeteeseseeseeesseesseessseesseeasseenseessseenseensseenseessseenseessseenseessss 145
Figura 94. Média e desvio-padrdo do relaxamento (1Hz e 3Hz) e da amplitude do pico (1Hz e
3Hz) nos diferentes grupos EXPEriMENTALS. .......eerueerurerreerieerrieereenseeenseesseeeseesseessseessseesseessns 146
Figura 95. Média e desvio-padrao da fracdo de encurtamento (1Hz e 3Hz) e do tempo para o
pico (1Hz e 3Hz) nos diferentes grupos eXperimentais..........cccueeeveerveerreenreerreesueenseesnennseens 147
Figura 96. Média e desvio-padrao do tempo para contracdo (1Hz e 3Hz) e do tempo para a
contragao 50% (1Hz e 3Hz) nos diferentes grupos eXperimentais..........cceeeeveeerveeerveeennveenns 148
Figura 97. Perfil da contratilidade em cada grupo experimental............ccccceeevieeriieinieennen. 149
Figura 98. Comportamento do potencial de agdo de cada grupo experimental...................... 150

Figura 99. Média e desvio-padrao do potencial de repouso, da amplitude do pico, da duragao
do potencial a 50% e duracao do potencial a 10% nos diferentes grupos experimentais....... 151



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Familias de toxinas do gEnero LoXosceles SPP. ...ccveeeeveeecveeecieeeirieeeieeeereeenvee e 27
Quadro 2. Indicacoes de uso do soro antiloX0SCEIICO..........ceeeeiuiiiiiiiiiiececiieee e, 33
Quadro 3. Principais correntes envolvidas no PA e suas correspondentes caracteristicas ....... 47
Quadro 4. Grupos / desafios / tratamentos ..........c.eevueeriierieeiiierieeieerte ettt e see e e sneeeeens 54

Quadro 5. Valores de referéncia dos parametros eletrocardiograficos de Cavia porcellus ......62
Quadro 6. Alteracdes eletrocardiograficas identificadas nos diferentes grupos ao longo do

EXPEIIMECIILO 1..veeviieeeiietieetteeteeeteestee ettt enteesteeseeesseesseeeaseesseeasseenssesnseessseanseenssesnseensseasseensnesnseens 87
Quadro 7. Valores de referéncia de parametros hematoldgicos e bioquimicos de cobaias ...... 91



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ug — Micrograma

uL — Microlitro

AD — Atrio direito

Adip-CTM — Células-tronco mesenquimais obtidas a partir de tecido adiposo
AE — Atrio esquerdo

ANOVA — Analise de variancia

ATP — adenosina trifosfato

AV — Atrioventricular

BAYV — Bloqueio atrioventricular

Ca®" — Calcio

CaCl, — Cloreto de calcio

CD — Cluster de diferenciagao

CEUA — Comité de Etica no Uso de Animais
CHCM - Concentragao de hemoglobina corpuscular média
CIB — Cell isolated buffer

CK — Creatinofosfoquinase

CK-MB - Fragdao MB da creatinofosfoquinase
Cm — Centimetro

CPPI — Centro de Produg¢do e Pesquisa de Imunobioldgicos
c¢TnC — Troponina cardiaca C

cTnl — Troponina cardiaca I

c¢Tn — Troponina cardiaca

c¢TnT — Troponina cardiaca T

CT — Célula-tronco

CTA — Célula-tronco adulta

CK — Creatinofosfoquinase

CTM — Célula-tronco mesenquimal

DAD — Delayed after depolarization

DMN - Dose minima necrosante

DHPR - dihidropiridina

EA — Extrassistole atrial

EAD — Early after depolarization

EC — Acoplamento-excitagao-contracao



ECG — Eletrocardiograma

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

EGTA — Acido egtazico

ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ERI — Eritrdcitos

EOS — Eosinofilos

EV — Extrassistole ventricular

EV-UFMG - Escola de Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais
FC — Frequéncia cardiaca

FEV — Fracao estromal vascular

Hb — Hemoglobina

HE — Hematoxilia-eosina

HEPES - Acido N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-2-etanossulfonico
HET — Heterofilos

HCN - Canais hiperpolarizantes ativados por nucleotideos
Ht — Hematdcrito

Hz — Hertz

IFATS — International Federation for Adipose Therapeutics and Science
1CTP — Célula-tronco pluripotente induzida

IC — Insuficiéncia cardiaca

ID — Intradérmico

Ig — Imunoglobulina

IP — Intraperitoneal

ISCT — International Society for Celular Therapy

IRA — Injuria renal aguda

IV — Intravenoso

K" — Potassio

KCl - Cloreto de potassio

Kg — Quilograma

KHz — Quilohertz

KOH - Hidréxido de potéssio

LEC — Liquido extracelular

LEU — Leucécitos

LIC — Liquido intracelular

LINF — Linfécitos



MB — Mioglobina

mg — Miligrama

MgCl>— Cloreto de magnésio

mL — Mililitro

mM — Milimol

mmHg — Milimetro de merctrio

ms - Milissegundo

MON — Mondcitos

MQ — Mega Ohm

Na" — Sodio

nA — Nano Amper

NACI - Cloreto de s6dio

NANOG — Nanog homeobox

NAV — No atrio-ventricular

NSA — N6 sinoatrial

NT-pr6-BNP — Por¢ao N-terminal do pro-hormonio proBNP
OCT4 — Octamer-binding transcription factor
PA — Potencial de agao

PAGE - Eletroforese em gel poliacrilamida
PBS — Phosphate buffered saline

pH — Potencial hidrogenionico

PLT — Plaquetas

QTc — Intervalo QT corrigido

RDW — Red cell distribution-width
RDW-CV — Coeficiente da variacdo do RDW
Rpm — Rotagdes por minuto

RyR — Receptor de rianodina

s — Segundos

SDS — Dodecil sulfato de sodio

SERCA — Ca**ATPase do sarcoplasma
SOCS2 — Sex determining region T-box2
TA — Tecido adiposo

TAt — Taquicardia atrial

TS — Taquicardia sinusal

TCTP — Translational Controlled Tumour Protein



UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais
V — Volts

VCM - Volume corpuscular médio

VD — Ventriculo direito

VE — Ventriculo esquerdo

XANADU — Xeno-free and human component free media



SUMARIO

1. INTRODUGCAOQ ..cuueerrercrererenenesesesesesesesesesesesssesssssesssesesssesssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssses 21
2. OBUIETIVOS tiiitiiittiinticsneissssnessssnessssnsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 22
2 DR © o) 115 A /o I ) -1 USSR 22
2.2, ODbJetiVOS @SPECTTIICOS ..ouviiiiiiiiieiiieiieete ettt et ete ettt e s e eteesaaeesbeessaeensaenneeenne 22
3. REVISAO DE LITERATURA ......ccoecvrerrrrsresnssnssessssessessssessssssessssssssssssessessssssssessessssessess 23
3.1 LOXOSCELISINIO.c..cuiuiiiiiiiiieitciicete ettt sttt s 23
3.1.1.  Aranhas do ZENEro LOXOSCELES SPP. -.cerueerueeriiiiieiieeieeeiteeite ettt ettt ettt e 23
3.1.2. Epidemiologia dos acidentes [oXOSCEIICOS ......c.ecvuviriierierieriiereerieieeeereeseesreereeeeens 26
3.1.3.  Caracteristicas do veneno loX0SCEIICO ......c..eruiruiririiininiiriericeneeteeeeee et 26
3.1.4. Fisiopatologia do envenenamento loxoscélico e sinais cliniCos.........cccceverrerrieeeiieenenn. 29
3.1.5. Diagnostico e tratamento do 10XOSCEIISIMNO.......c.ccvvviriierieriiiiieieere et ereere e 32

3.2.  Uso de células-tronco mesenquimais e os seus subprodutos na medicina

regenerativa e no tratamento do envenenamento por animais pegonhentos............c.cceeeueev. 34
3.3.  Acoplamento-excitagdao-contragao e potencial de agao cardiaco ..........cccceeveeennnnns 43
4. MATERIAL E METODOS 52
4.1. ANIIINIALS .ottt ettt et e ettt e bt e bt e bt e s btesat e eate et e e bt e eheeeateeateeabeebeebeebeenneas 52
4.2. VIBINEIIO. ...ttt ettt et ettt e b e bt s bt ea e et et e bt e s bt eat e et e bt e bt e beenaees 52
4.3. SECTELOMIA ...ttt ettt ettt ettt e s bt e bt e et et e bt e sb e e s bt e sateeabeeabeenbeesbaeeaeeenteenteens 52
4.4. SOT0 ANTHOXOSCEIICO ...eutieiieiieeiieeie ettt ettt et e ettt et e bt e sbeesatesnseenseens 53
4.5. Delineamento eXperimental............cccueeuieiieiiieriienierie ettt et 53
4.6. EletroCardio@ramal ..........c.eeevieviieriierieeiieeieereesreerteesteesteeseresesessseesseesseeseesssesssessseanseessenns 55
4.7. HEMALOLOZIA ...vvevvieeieceiicieeteete ettt e e e e e esteestbestbesebessbeesseesseessaesssessseesseessenssenns 56
4.8. Exames bioquimicos SANZUINEOS ......cevueeruirriieieeieesiiesiesieeieeteeteeseenseesseesneeenseenseeseens 56
4.9. Avaliacao anatomo-hiStopatolOZICA ........ccveevieviieriiiiieiieere ettt 56
4.10.  Isolamento dos CardiomiOCItOS ........cueeueeruieuirrierieeierieeecete st et ettt eee sttt e ee e eeeseeeneeeeas 56
4.11. Registros da contratilidade cardiaca............ecceeveeriienieriiiieeeeeeeeee e 57
A2, PAICH CLATNP ..ottt ettt st st ate et e e sbeesatessaesnseanseensaensnenseas 58
413, ANALISE ESALISLICA ...eoueeeeeieieeieeeiee ettt ettt ettt ettt et neenteereenee e 59
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....cuuimininscnscsscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 60
5.1.  Sele¢ao dos animais € das doses utilizadas ............cceeveieiiiiiiieeeiiiieceeee e, 60
5.2, EletrocardiO@rama ..........ccceeeiuieeriiieeiiieenieeesieeesteeessreeeeeeesssreesseeessseeessseesssseesssseenns 62
5.3. Hematologia e bioquimica plasSmatiCa..........c.ceervreerveeerieeeiiieeeiieeeiee e evee e ens 91
5.3.1.  EXames hematOlOZICOS .....cccuervieeiieiieiieriie it et et et et et e st e ebeenbeeseeseesseessnesnsesnsesnsaens 92

5.3.2.  Exames bioquimicos PlaSmAtiCOS.......ccueevuierrierierieniieereereesieesteesiresrreereeseessneseneesneanns 120



5.4.  Exames anatomo-histopatolOZICOS .......ccveeiiiruiieiieiieeiiesie ettt 123

I R ] 1RSSR 123
5.4.2.  COTAGAD...c.uuieieeeiiiee e ettt e e ettt e e e ette e e e etteeeeetteeeeetbaeeeeaataeeeesasaeeeeastaeeeasssaeeeansseeeannsaeeeanrees 133

5.5. Contratilidade cardiaca € patch clamp ...............cccoecueeeieiiiiecieiiiieiieeieeceeeee e 144
6. CONCLUSOES......cccueereeressressssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssessesssssssssssesssssssssssssessssssose 157
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ovvrvrresrestessessesssssssssssssssessessessessessesssssssessens 158




21

1. Introducio

As aranhas do género Loxosceles sdo capazes de causar um quadro clinico, que pode ser
local ou sistémico, denominado loxoscelismo. Como a dermonecrose ¢ sua principal
consequéncia e o percentual de quadros sistémicos ¢ relativamente baixo, a maioria dos estudos
tem foco nas lesdes de pele e em possiveis complicagdes mais comuns, como hemdlise e injuria
renal (Gremski et al., 2022). Todavia, hd uma lacuna na literatura médica e veterinaria em
relagdo ao potencial cardiotoxico do veneno loxoscélico. Foram reportados dois relatos de casos
clinicos de pacientes humanos que apresentaram complicagdes cardiacas apds o
envenenamento loxoscélico (Langner et al., 2021; Navarro-Martinez et al., 2022), mas nao
existem pesquisas que demonstrem a agdo cardiotoxica do veneno in vivo. Além disso,
diferentemente da medicina humana, na veterinaria nao existe tratamento especifico com soro
antiloxoscélico (Rodrigues et al., 2024). O tratamento ¢ instituido conforme os sinais clinicos
observados, incluindo antibidticos de amplo espectro, corticosteroides, dapsona e acido
acetilsalicilico (Da Silva et al., 2004). Mesmo na medicina humana, ainda existem muitas
contradigdes em relagdo a terapia mais eficaz no tratamento de lesdes dermonecroticas e

sistémicas decorrentes de acidentes por aranhas do género Loxosceles.

O crescente avango da medicina regenerativa com o uso de células-tronco mesenquimais
e os seus subprodutos t€ém mostrado resultados promissores no tratamento de patologias de
varios sistemas organicos. Estudos experimentais ja& demonstram beneficios no uso dessas
terapias em casos de envenenamentos com animais pegonhentos (Sanchez-Castro et al., 2021;
Martins et al., 2022; Rodrigues et al., 2024), sugerindo um campo a ser explorado,

especialmente em relacdo aos seus efeitos sistémicos.

Dessa forma, ¢ imperativo o estudo dos efeitos cardiotdoxicos do veneno loxoscélico in
vivo € a compreensao dos possiveis mecanismos envolvidos (ex-vivo), assim como a busca por
um tratamento eficiente, com a utilizagdo de um produto oriundo das células-tronco
mesenquimais, como o secretoma, na antagonizacdo das lesdes locais e sistémicas do

loxoscelismo.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral

Estudar a cardiotoxicidade do veneno da aranha Loxosceles intermedia em cobaias

(Cavia porcellus) e avaliar o potencial terapéutico do secretoma.

2.2.0bjetivos especificos

e As cobaias serdo submetidas ao envenenamento loxoscélico experimental com veneno
de Loxosceles intermedia e serdo tratadas com secretoma ou soro antiloxoscélico. Esses
animais passarao pelos procedimentos e analises descritos abaixo.

e Estudar a atividade elétrica do coracdo de cobaias por meio do eletrocardiograma
(ECQG).

e Investigar o perfil hematologico.

e Avaliar o perfil bioquimico cardiaco, composto por fragdo mioglobina (MB) da
creatinofosfoquinase (CK-MB), troponina cardiaca I (cTnl) e fragdo inativa do peptideo
natriurético do tipo B (NT-proBNP).

e Analisar a capacidade de contracdo do musculo cardiaco de cobaias, por meio da
contratilidade de cardiomidcitos isolados.

e Verificar o potencial de agdo do musculo cardiaco de cobaias por meio de patch clamp.

e Descrever as alteracdes anatomo-histopatoldgicas do coracao e pele das cobaias.
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3. Revisdao de literatura

3.1.Loxoscelismo

3.1.1. Aranhas do género Loxosceles spp.

A primeira descricdo do género das aranhas Loxosceles foi feita em 1832 (Platnick,
2000; Lucas, 2015), e atualmente obedece a seguinte caracterizagdo taxondmica: familia
Sicariidae, sub-ordem Labidognatha, ordem Araneida, classe Arachnida e filo Arthropoda.
Desde entdo, mais de 140 espécies ja foram reconhecidas. As evidéncias sugerem que um
ancestral em comum deu origem aos géneros Loxosceles e Sicarius, na Gondwana Ocidental,
grande placa continental que posteriormente se fragmentou, dando lugar a Africa e América do
Sul. Na atualidade, essas aranhas estdo distribuidas mundialmente, como mostrado na figura 1

(Platnick, 2000; Binford et al., 2008).

GRS
{3 T4

Afvican Sicarius (6 spp.)

inulosa group (3 spp.)
u

South American Sicarius (15 spp.)

Figura 1. Distribuigdo das aranhas do género Loxosceles spp. e do género Sicarius spp. em diferentes continentes.
Estdo evidenciadas as principais espécies encontradas em cada localidade. Fonte: Binford et al., 2008.

Popularmente, sdo conhecidas como aranha-marrom devido a sua coloragdo, que varia
de tons acastanhados a marrom escuro. Possuem o cefalotérax em formato de violino, sendo
também chamadas de aranha violino. Sao pequenas, com comprimento entre 1 € 5 centimetros
(cm), e possuem seis pares de olhos dispostos em “U”. As particularidades da disposi¢do dos

olhos auxiliam na sua identificacdo. Além disso, apresentam dimorfismo sexual. As fémeas sao
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maiores do que os machos e possuem capacidade de inocular maior quantidade de veneno
(Chaim et al., 2011). A figura 2 mostra as diferengas entre machos e fémeas, e, na figura 3, ¢

possivel observar o posicionamento dos olhos.

Sdo consideradas sinantropicas, pouco agressivas € possuem habitos noturnos. Sao
amplamente adaptaveis, capazes de sobreviver em variados climas e altitudes. Toleram
temperaturas ambientais que variam de 8 °C a 43 °C e preferem locais escuros como habitat. A
sua sobrevida média ¢ de 1117 dias para as fémeas e 557 dias para os machos. Tém alta

capacidade reprodutiva e conseguem viver por periodos longos sem dgua ou alimento (Gremski

et al., 2014).

Constroem teias que se assemelham a fios de algodao (Figura 4) e costumam se abrigar
em armarios, dentro de sapatos, pilhas de tijolos, telhas e madeiras, o que possibilita que sejam
transportadas para outros ambientes. A maioria dos acidentes ocorre quando o corpo de uma

aranha ¢ prensado contra sapatos e outros objetos (Tambourgi et al., 2010).

Loxosceles intermedia

Female 1.cm /  Male

Figura 2. Dimorfismo sexual entre aranhas da espécie Loxosceles intermedia. A esquerda, observa-se uma aranha
fémea. A direita, observa-se o0 macho da mesma espécie. E possivel perceber que as fémeas sdo maiores e mais
robustas. Fonte: Chaim et al., 2011.
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Figura 3. Caracteristicas fisicas exclusivas do género Loxosceles spp. Observam-se os trés pares de olhos
distribuidos em semicirculo ou em "U", apontados pela cabega de seta preta. Essa ¢ uma particularidade que facilita
a identificag@o das aranhas do género Loxosceles spp. Fonte: Chaim et al., 2011.

Figura 4. Teia de aranha do género Loxosceles spp. em domicilio rural na cidade de Jacutinga, em Minas Gerais.
Fonte: Silveira e Souza, 2017.
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3.1.2. Epidemiologia dos acidentes loxoscélicos

Com base no boletim epidemioldgico divulgado pelo Ministério da Saide, o acidente
causado pelas aranhas do género Loxosceles foi o araneismo mais comum entre os anos de 2017
e 2022 em todo o Brasil (Brasil, 2022). Segundo o Sistema de Informacao de Agravos de
Notificagao (SINAN), entre os anos de 2022 e 2024, foram registrados 15.222 acidentes com
aranhas no Brasil. Destes, 8.828 foram causados pelo género Loxosceles e apenas 13 resultaram
em Obito. Apesar dessa baixa taxa de dObito, o loxoscelismo ¢ um grave problema de satde

publica no Brasil, por poder acarretar sequelas graves, especialmente por conta da mionecrose.

Os estados brasileiros com maior nimero de notificagdes de loxoscelismo sdo: Parana,
seguido de Santa Catarina, S3o Paulo, Minas Gerais ¢ Rio Grande do Sul. Dentre as aranhas-
marrom, as espécies de maior importancia sdo L. intermedia, L. laeta e L. gaucho, sendo que a
maioria dos acidentes loxoscélicos ocorre nos meses mais quentes do ano, em pessoas do sexo

masculino, economicamente ativas e, moradores de zona urbana (Silveira & Souza, 2017).

Nao existem dados epidemioldgicos na medicina veterinaria, mas observa-se um
aumento exponencial de casos clinicos de dermonecrose com evolugdo para o loxoscelismo
sistémico e Obitos, especialmente em caes (Rodrigues et al., 2024). Dessa forma, sdo necessarias
medidas publicas para controle de aranhas, preparo dos profissionais de saude para atender

esses casos e notificagdo adequada.

3.1.3. Caracteristicas do veneno loxoscélico

O veneno de Loxosceles spp. € um liquido incolor, cristalino e viscoso, produzido por
duas glandulas bulbosas presentes no cefalotorax, sendo transportado por um aparato
inoculador composto por dois pares de queliceras. E uma mistura complexa de proteinas e
peptideos. Poucos microlitros (uL) sdo produzidos por uma aranha, com o contetido proteico
que pode variar de 20 a 200 microgramas (pg). Caracteristicas como o sexo, idade, alimentagao
e condi¢des ambientais interferem na composic¢do do veneno produzido por cada aranha (Senff-

Ribeiro et al., 2008).

Em 1947, foi publicado o primeiro trabalho experimental, utilizando a cobaia, sobre os
efeitos da picada de L. laeta (Macchiavello, 1947). Nas décadas de 1960 e 1970, surgiram
estudos a respeito da caracterizacdo do veneno, uma vez que, até entdo, a literatura disponivel

relatava os seus efeitos in vivo e in vitro, mas ainda nao havia informacdes sobre a sua
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composi¢do. Morgan (1969) foi o primeiro pesquisador a descrever as caracteristicas fisicas,
volume de veneno extraido por aranha e o seu contetido proteico. Em seguida, varios
experimentos com o uso de eletroforese e cromatografia foram desenvolvidos, o que permitiu
maior entendimento acerca de componentes e as suas fungdes biologicas (Wright et al., 1973;
Heitz & Norment, 1974; Geren et al., 1976). Além destes, analises da massa molecular

demonstraram os principais grupos de proteinas, como descrito no Quadro 1.

Os estudos avancaram, permitindo a identificagdo e caracterizacdo das principais
substancias do veneno. Existem as toxinas altamente expressadas, representadas pelas
fosfolipases, metaloproteases e peptideos com atividade inseticida. Hialuronidades,
serinoproteases, inibidores de proteases, fatores alérgenos e Translational Controlled Tumour

Protein (TCTP) sdo expressos em menor quantidade (Gremski et al., 2020).

Analises de transcritoma quantificaram a codificacdo de toxinas das glandulas bulbosas
de Loxosceles intermedia, o que permitiu determinar a composi¢dao total do veneno. Foi
proposto o nome LoxTox para o conjunto de genes homologos responsaveis pela codificacao
das fosfolipases do género Loxosceles sp. (Kalapothakis et al., 2007). O perfil quantitativo de
genes responsaveis pela codificacio das toxinas foi: 32,1% de toxinas da familia LiTx3; 22,6%
de metaloproteases semelhantes a astacina; 20,2% de fosfolipases e o restante esta relacionado

a outras toxinas (Gremski et al., 2010).

Quadro 1. Familias de toxinas do género Loxosceles spp.

Toxina Massa molecular (KDa) Caracteristicas e acoes descritas
Peptideos inseticidas 5-8 - Membros da familia de toxinas
LiTx

- Provavel a¢do em canais de Na*

Metaloproteases 28-35 - Presente no veneno de diferentes
espécies do género Loxosceles

- Atividade gelatinolitica,
fibrinolitica e fibrinogeniolitica

Fosfolipases D 30-35 - Varias isoformas com efeitos
variaveis




- Dermonecrose, hidrélise de
lipideos, hemdlise, agregacao
plaquetaria in vitro, infiltracao de
células inflamatérias, edema,
distrbios renais, citotoxicidade in
vitro, letalidade, ativacao de citocinas

Hialuronidases

41-43

- Presente no veneno de diferentes
espécies do género Loxosceles

- Atividade no acido hialurénico e
sulfato de condroitina

Translational Controlled
Tumour Protein (TCTP)

46

- Identificado no transcriptoma de
espécies do género Loxosceles

- Fator de liberagdo de histamina no
ambiente celular, estabilizagao de
microtubulos, proliferacdo celular

Serinoproteases

85-95

- Atividade gelatinolitica
- Ativada in vitro pela tripsina

- Presente no veneno de L.
intermedia e L. laeta

ATPase

Indeterminado

- Hidrolise de ATP

Fosfatase alcalina

Indeterminado

- Degrada o substrato sintético p-
nitrofenil fosfato

Fator semelhante a
lectina

Indeterminado

- Ligagdo com moléculas de
carboidratos, ativagdo do
complemento, endocitose,
organizac¢do da matriz intracelular

Inibidores de proteases
de cisteina e serina

Indeterminado

- Identificado no transcriptoma e
proteoma de Loxosceles spp.

- Podem estar relacionados aos
processos de coagulagdo, fibrinolise
¢ inflamacao

Fonte: Adaptado de Chaim et al., 2011.
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A mesma avaliacdo foi realizada com as espécies L. simillis e L. laeta, demonstrando

que as transcrigdes de glandula venenosa que codificam as fosfolipases correspondem a 15% e

16%, respectivamente (Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Dantas et al., 2016). Embora as

fosfolipases ndo sejam as toxinas mais expressadas no veneno do género Loxosceles sp., elas
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sdo as mais estudadas e caracterizadas. Além disso, as fosfolipases sdo capazes de,

isoladamente, produzir todos os efeitos do envenenamento loxoscélico (Gremski et al., 2020).

Atualmente, as principais pesquisas sobre o veneno de Loxosceles sp. sao realizadas na
area de bioengenharia, explorando a expressao de toxinas recombinantes, que podem ser
utilizadas para a producdo de antivenenos, estudo dos efeitos biologicos dessas substancias e

demais aplicacdes terapéuticas (Chaves-Moreira et al., 2019).

3.1.4. Fisiopatologia do envenenamento loxoscélico e sinais clinicos

A principal fungdo do veneno ¢ paralisar as presas da aranha no momento da caga. Nao
¢ primariamente um mecanismo de defesa, o que faz com que os envenenamentos ocorram
incidentalmente (Barbaro et al., 1992). A apresentagdo clinica, também chamada de
loxoscelismo, pode se dar de duas formas: loxoscelismo cutaneo, que ocorre em 70% dos casos,
na qual se observam alteragdes no local da picada, caracterizadas por dor, queimagao, coceira,
eritema e dermonecrose (Rodrigues et al., 2024); loxoscelismo visceral ou sistémico, que ocorre
em 1 a 27% dos casos, no qual, além da dermonecrose, ha ocorréncia de anemia hemolitica,
trombocitopenia e injuria renal aguda (IRA). Pode, ainda, haver comprometimento de outros

sistemas organicos (Lopes et al., 2020; Gremski et al., 2022).

O maior efeito produzido pelas fosfolipases, principais toxinas responsaveis pela
sintomatologia do loxoscelismo, ¢ a degradagcao da membrana celular fosfolipidica. A sua ac¢do
¢ predominante na esfingomielina. Ocorre, entdo, perda de simetria, organizacao e fluidez da
membrana plasmatica, assim como ativacao de vias intracelulares. Além disso, ha liberacao de
prostaglandinas, ativagdo do complemento, estimulo a agregacdo plaquetdria, aumento da
quimiotaxia de neutrdfilos e inflamacao (Huwiler et al., 2000; McDermott et al., 2004). As
alteragdes na membrana celular sdo capazes de modificar o seu potencial de superficie, afetando
as propriedades de alguns canais i0nicos. Além disso, as fosfolipases podem ser um meio

farmacoldgico efetivo para ativar canais voltagem-dependentes (Ramu et al., 2006).

Considerando as acdes das fosfolipases, essas sao capazes de promover uma infiltracao
intensa de polimorfonucleares na derme, ocasionando dermonecrose, que histologicamente ¢

classificada como necrose coagulativa asséptica (Ospedal et al., 2002).

As hialuronidades realizam predominantemente a degradacao do &cido hialuronico e

podem ter a¢do na condroitina, sulfato de condroitina e o sulfato dermatan (Da Silveira et al.,
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2007). Sao conhecidas como fatores de espalhamento, uma vez que decompdem componentes
da matriz extracelular e facilitam a difusdo de toxinas a tecidos adjacentes ao local de

inoculacdo (Girish & Kemparaju, 2005).

Os sinais clinicos diferem entre mamiferos, evidenciando variagdes na toxicidade
conforme a espécie. Seres humanos, coelhos e cobaias desenvolvem dermonecrose. Todavia,
ratos e camundongos ndo apresentam dermonecrose, manifestando sinais sistémicos (da Silva

et al., 2004).

Casos leves de loxoscelismo cutidneo apresentam apenas uma reagao eritematosa no
local da picada (Figura 5). Em casos moderados a intensos, a picada ¢ indolor no primeiro
momento, evoluindo para dor, sensacdo de queimagdo e eritema dentro de algumas horas.
Observa-se uma area central de coloracdo violeta e bordas palidas, além do espalhamento
gravitacional (Figuras 6 e 7). Algumas lesdes sdo autolimitantes e cicatrizam por segunda
intencdo. Em casos mais graves a necrose pode ser extensa e necessitar de tratamento

individualizado, como abordagem cirtrgica da ferida (Futrell, 1992; Swanson & Vetter, 2006).

Figura 5. Lesdo eritematosa no membro posterior de paciente humano picado por uma aranha do género Loxosceles
sp. Fonte: (Malaque et al., 2015).

O loxoscelismo sistémico ¢ variavel e os principais sintomas observados em humanos
sao mal-estar, febre, fadiga, mialgia, erup¢des cutaneas, ictericia, anemia hemolitica, urina
escura em funcdo de hemoglobinuria e rabdomidlise (Gremski et al., 2022). Além dos sinais
citados, ha relatos de lesdes cardiacas e cerebrais em pacientes humanos. As manifestacdes

cardiacas relatadas foram dois casos de miocardite € um caso de sindrome de Kounis (Langner
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et al., 2021; Navarro-Martinez et al., 2022). Ja o caso neurologico se trata de uma neuropatia
do nervo oOptico apds a picada da aranha (Mantopoulos et al., 2016). Essas manifestagdes sao
raras. Acometimento cardiaco e hepatico também foram demonstrados sob condi¢des

experimentais (de Oliveira Christoff et al., 2008; Dias-Lopes et al., 2010).

Figura 6. Lesdo ulcerativa caracteristica do loxoscelismo (Malaque et al., 2015).

Figura 7. Lesdo dermonecrotica na regido interescapular de cobaia da espécie Cavia porcellus apds envenenamento
loxoscélico experimental. Fonte: Arquivo pessoal.

A patofisiologia do loxoscelismo sistémico nao ¢ totalmente elucidada, uma vez que ha
comprometimento de diferentes 6rgaos e tecidos. Os eventos hemoliticos sdo considerados
efeito das fosfolipases, pois a acdo hemolitica in vitro ja foi detectada. Outros estudos

demonstram a ocorréncia de hemdlise e trombocitopenia em animais envenenados, sugerindo
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acdo do veneno nos eritrocitos e nas plaquetas. Tais eventos variam entre espécies animais (Da
Silva et al., 2003a; Tavares et al., 2004a). Da mesma forma, a ocorréncia de injuria renal aguda
(IRA) ¢ atribuida a efeitos diretos do veneno nos rins, especialmente das fosfolipases, uma vez
que se observam danos as células renais quando ha exposi¢ao do 6rgao as toxinas (Chaim et al.,
2006). Além disso, a nefrotoxicidade ndo parece estar relacionada a dermonecrose, por haver
espécies animais que ndo desenvolvem necrose, mas apresentam IRA, como se observa em

ratos e camundongos (Luciano et al., 2004; Kusma et al., 2008).

3.1.5. Diagnostico e tratamento do loxoscelismo

Nao existe um teste laboratorial eficiente e confidvel para realizacdo do diagnéstico do
loxoscelismo. Dessa forma, o diagnostico ¢ baseado na epidemiologia da regido e nos sinais
clinicos apresentados. A captura da aranha também ¢ uma forma de diagnostico, considerando
a apresentacao clinica e relato do acidente. Entretanto, nem sempre essa captura € realizada ou

possivel (Gremski et al., 2022).

Viarias pesquisas foram desenvolvidas no intuito de facilitar e desenvolver métodos
diagnosticos. Ja foram propostas diferentes técnicas para identificagdo de componentes do
veneno a partir de bidpsias das lesdes de pele ou swab das mesmas, como: inibi¢do de
hemaglutinagdo (Barrett et al., 1993); Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) (Chavez-
Olortegui et al., 1998); anticorpos policlonais desenvolvidos a partir de proteinas recombinantes
(Stoecker et al., 2006) e Polymerase Chain Reaction (PCR) (Sapag et al., 2014). Contudo, ainda
sdo necessarios mais estudos para comprovacao da eficicia de alguns métodos ou para sua

producao em larga escala.

A dermonecrose observada no loxoscelismo ¢ um desafio terapéutico (Swanson &
Vetter, 2006). Nao existe um tratamento que seja considerado padrao-ouro. De acordo com
levantamento bibliografico realizado por Azuara-Antonio et al. (2023), os tratamentos mais
descritos na literatura sdo a base de corticoides ou anti-inflamatorios nao esteroidais, uso de
antibidticos para prevengdo de infec¢des secunddrias e desbridamento cirargico da ferida. Em

menor escala, o uso de dapsona e camara hiperbarica para tratamento da ferida sdo indicados.

De acordo com recomendag@o do Ministério da Saude, na segunda edicdo do Manual de
normas e procedimentos para vacinacao (2024), o soro antiloxoscélico ¢ indicado em alguns

casos de envenenamento, conforme descrito no quadro abaixo, extraido do referido manual:
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Quadro 2. Indicac¢des de uso do soro antiloxoscélico

Gravidade do acidente Dose

Leve: aranha identificada, lesao incaracteristica Tratamento sintomatico.

e auséncia de comprometimento sistémico. Acompanhamento de pelo

menos 72 horas apos a picada.

Moderada: lesao sugestiva ou caracteristica 5ampolas (EV)
(palidez ou placa marmadrea menor que 3 cm em

seu maior diametro, incluindo area de enduracao),

manifestacoes sistémicas inespecificas (cefaleia,

febre e exantema) e auséncia de hemolise.

Grave: presenca de lesdo extensa (palidez ou placa 10 ampolas (EV)
rmarmorea maior que 3 cm em seu maior diametro,

incluindo area de enduragaoc). dor em queimacao

intensa ou presenca de hemalise, independente da

lesao cutanea e do tempo decorrido apos o acidente.

Fonte: Ministério da Saude, na segunda edi¢do do Manual de normas e procedimentos para vacinagao
(2024).
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3.2.Uso de células-tronco mesenquimais e os seus subprodutos na medicina regenerativa e

no tratamento do envenenamento por animais pegonhentos

O uso terapéutico de células-tronco (CT) tem ganhado cada vez mais espago na
medicina regenerativa, uma vez que a sua alta capacidade de proliferagdo e os seus
componentes podem reparar ou até mesmo substituir células e tecidos lesados. Possuem
potencial terapéutico as CT embrioldgicas (CTE), CT adultas (CTA) e CT pluripotentes
induzidas (iICTP) (Kolimi et al., 2022).

Existem diferengas entre as CT, sendo divididas em trés tipos principais: totipotentes,
pluripotentes e multipotentes. As totipotentes possuem capacidade de se diferenciar em
qualquer tipo celular, podendo dar origem a um embrido inteiro e aos tecidos extraembrionarios.
Esse estagio ocorre por pouco tempo, logo apds a fertilizacdo do dvulo e dura até o embrido
atingir o estado de blastocisto, quando se tornam pluripotentes. Nessa fase, conseguem se
diferenciar em qualquer uma das camadas embrionarias (endoderma, mesoderma e ectoderma)
e sdo conhecidas como CTE. Apds varias divisdes, as células perdem a pluripoténcia e tornam-
se multipotentes, ou seja, com capacidade de se diferenciar apenas no tipo celular do seu tecido

de origem. A figura 8 mostra a hierarquia entre as CTs (Bissels et al., 2013).
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Figura 8. Desenho esquematico mostrando a evolugdo das células ao longo do desenvolvimento embrionario. As
CT totipotentes (totipotent cell) estao presentes no estagio de fecundacdo, apos contato do esperma (sperm) com
0 oodcito (oocyte). Em seguida, torna-se um blastocisto (blastocyst), momento em que € pluripotente (pluripotent
cell) e se divide nas camadas embrionarias: ectoderma (ectoderm), mesoderma (mesoderm) e endoderma
(endoderm). Depois disso, tornam-se multipotentes (multipotent cell), diferenciando-se em células especificas,
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como neurdnios (neuron), células epiteliais (epitelial cell), células sanguineas vermelhas (red blood cell),
cardiomiécitos (cardiomyocites), células hepaticas (liver cells) e células pancreaticas (pancreas cells), por
exemplo. Nessa ultima fase, sdo chamadas unipotentes (unipotent cell). Fonte: biologydictionary.net.

As CTE sao obtidas por isolamento da massa celular interna do blastocisto num processo
que destroi o embrido em formacgao. Por esse motivo, ¢ alvo de debates acerca das questoes

éticas que envolvem o seu uso (Kolimi et al., 2022).

As iCTP possuem morfologia celular similar a das CTA. Sao células reprogramadas
derivadas da combinagdo de células somaticas de reprogramagdo, como Sox2, Kl1f4, oct3/4 e c-
Myc. Conseguem se diferenciar em varios tipos celulares, como epiderme, foliculos pilosos e

glandulas sebaceas (Bilousova et al., 2011; Yamanaka, 2012).

Por fim, as CTA sao células mesenquimais e podem ser obtidas por uma grande
variedade de fontes: tecido adiposo (TA), sangue proveniente do corddo umbilical, medula
Ossea, fluido amniotico e geleia de Wharton. Esta Glltima ¢ um fluido gelatinoso presente dentro
do corddo umbilical. Sao capazes de modular inflamagdo, possuem capacidade elevada de
angiogénese, formam tecido de granulagdo, possuem efeitos antimicrobianos, estimulam
fatores de crescimento e liberam citocinas. Ainda, possuem menos questdes éticas associadas
ao seu uso (Rasulov et al., 2005; Si et al., 2019). Também podem ser utilizadas no tratamento
de envenenamentos por escorpides, aranhas, cobras, dentre outros, que causam lesdes locais,

sist€émicas e podem levar ao dbito.

Além das func¢des bem reconhecidas de isolamento térmico e depdsito de energia, o TA
também possui fungdes endocrinas importantes no organismo (Cawthorn et al., 2012). A
descoberta da leptina, primeira citocina produzida pelo TA que foi identificada, mobilizou mais
estudos e identificagdo de outras citocinas secretadas, como adiponectina, omentina e resistina,
com papel na regulacdo do metabolismo. Além dessas, ha produ¢do de mediadores pro-
inflamatorios como IL-6, TNF-a, IL-1b, IL8 e MCP-1. Acredita-se que sdo secretados por
células que ndo sdo adipocitos, mas estdo presentes no tecido (Zhang et al., 1994; Caér et al.,

2017).

O TA ¢ formado por uma populacdo celular diversa: pré-adipécitos, CT mesenquimais
(CTMs), fibroblastos, macrofagos, células T, pericitos, por eritrocitos numa rede de células
estromais vasculares e por células endoteliais progenitoras. Apenas um ter¢o dessa populacao

¢ de adipocitos maduros. Quando submetido a digestdo enzimadtica, o tecido adiposo origina
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uma composi¢ao celular heterogénea de células precursoras, conhecida como fragdo estromal

vascular (FEV) (Trevor et al., 2020).

Estudos conduzidos pela International Federation for Adipose Therapeutics and
Science (IFATS) e pela International Society for Cellular Therapy (ISCT) quantificaram a
composicao e proporcao celular do FEV, nos quais foram identificados: 15 a 30% de células
estromais; 10 a 20% de células endoteliais; 10 a 15% de linfocitos; 10 a 15% de granuldcitos;
5 a 15% de mondcitos; 3 a 5% de pericitos e menos de 0,1% de CT progenitoras (Kim et al.,

2007). A figura 9 mostra a composi¢do do TA e a fracdo correspondente a FEV.

Existem trés tipos de TA no organismo humano: branco, bege e marrom. O branco ¢ o
mais abundante, encontrado no subcutdneo e perivisceral. Atua no estoque energético e
liberagdo de acidos graxos para o metabolismo. O bege e marrom atuam na termorregulagdo e
possuem magquinaria semelhante para oxidagdo de acidos graxos e liberagdo de calor. Detém
quantidade elevada de mitocondrias e vascularizagdo. Estdo presentes no pescoco, regido

interescapular e cavidade toracica (Dragoo et al., 2021).

Preadipocytes
Fibroblasts
' . Mesenchymal

stem cells
(wméa : (@) Endothelial progenitor Stromal
sue cells ~ vascular
—-— "\d fraction
Pericytes (SVF)

Mature adipocytes Macrophages
T cells
Erythrocytes

Figura 9. Composigdo do tecido adiposo (adipose tissue), divido em adipdcitos maduros (mature adipocytes) e
células da fragdo estromal vascular (stromal vascular fraction). Dentre as células da fragdo estromal, estdo: pré-
adipocitos (preadipocytes), fibroblastos (fibroblasts), células-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cells),
células endoteliais progenitoras (endotelial progenitor cells), pericitos (pericytes), macrdéfagos (macrophages),
células T (T cells) e eritrocitos (erythrocytes). Fonte: (Trevor et al., 2020).

O TA branco tem sido a principal fonte de CTMs. E de facil acesso, por ser abundante
no tecido subcutaneo e de facil obtencao, uma vez que procedimentos de remog¢ao de gordura,

como a lipoaspiragdo, estdo cada vez mais comuns e difundidos. O TA mais superficial, quando
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comparado ao presente em volta dos 6rgdos, tem demonstrado menor potencial apoptotico e

por isso € a primeira escolha para obten¢do de CTMs (Trevor et al., 2020).

De acordo com Chu et al. (2019), o isolamento das CTMs provenientes de TA (Adip-
CTM) ¢ realizado por meio da digestdo enzimatica do TA branco, procedimento esse
desenvolvido por Zuk et al. (2001). E utilizada a colagenase tipo II e sio feitas lavagens
sucessivas com cloreto de amonio. O material € centrifugado para remocao de adipocitos
maduros, que ficam no topo do tubo. Restam uma fracao liquida sobrenadante e sedimentos,
que correspondem a FEV. A FEV ¢ colocada em meio de cultura apropriado e apds um periodo
variavel de uma a trés semanas, da origem a uma populacdo homogénea de células
mesenquimais (Figura 10). Existem meios de cultura apropriados para que haja diferencia¢ao
em c¢lulas osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas (Arafia et al., 2013). Posteriormente, o
método foi aperfeicoado por Raposio e Bertozzi (2017), aumentando o niimero de células
vidveis obtidas. Métodos ndo enzimaticos também podem ser aplicados como uma alternativa

mais barata. Contudo, ndo sao tao eficientes como os enzimaticos (Raposio & Bertozzi, 2017).

Existem requisitos minimos para a célula poder ser considerada CTM, que foram
estabelecidos pela ISCT em 2006. Por meio de citometria de fluxo, sdo identificados antigenos
da superficie celular de grupamentos de diferenciacdo ou clusters de diferenciagao (CD), o que
permite a sua caracterizagdo e garante que as células isoladas sdo Adip-CTMs e ndo sofreram
contaminagdo de outros tipos celulares. CTMs obtidas do tecido adiposo devem expressar
marcadores como as moléculas de adesao celular: CD29, CD44, CD146 e CD166. Receptores
de moléculas como CD90 e CD105 devem estar presentes. Ainda, a célula deve ser negativa
para marcadores hematopoiéticos e marcadores endoteliais. Fatores de transcri¢do celular sao
fundamentais para manter a caracteristicas de divisao e devem ser identificados, como octamer-
binding transcription fator (OCT4), sex determining region T-box2 (SOX2), e nanog homeobox
(NANOG) (Dominici et al., 2006; Bourin et al., 2013).

Além dos componentes citados, outros constituintes podem ser identificados por meio
de ensaios com anticorpos, ELISA e western blotting, que permitem a deteccdo de moléculas
pré-selecionadas. O uso de cromatografia liquida com espectrometria de massa em tandem
permite a identificacdo de novos componentes, mas existem limitacdes na capacidade de
detectar quantidades menores de citocinas secretadas. Sugere-se a associagao dos dois métodos

para melhor avaliagdo da composicao do secretoma (Sun et al., 2019).
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Outra forma importante de classificar essas células é por meio do seu potencial de
renovagdo, avaliado no meio de cultura. Essas células apresentam alta eficiéncia de
diferenciagdo em outros tipos celulares de origem mesodérmica, como adipocitos, osteoblastos

e condrdcitos in vitro. Entretanto, a mesma eficacia ainda nao foi identificada in vivo (Bunnell,
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Figura 10. Etapas do processo de isolamento de CT mesenquimais a partir de tecido adiposo (TA ou adipose tissue).
O TA passa por lavagem (washing) com solucdo salina fosfatada tamponada (pohsphate buffered saline ou PBS).
Em seguida, sofre quebra (mince) e digestdo (digestion) pela colagenase II. Depois, é centrifugada (spin down),
originando o FEV (stromal vascular fractions), que contém células-tronco adiposas (adipose stem cell), pré-
adipécitos (preadipocyte), células endoteliais (endotelial cells), fibroblastros (fibroblasts), progenitores
(progenitors), macrofagos (macrophages), citocinas (cytokines) e eritrocitos (erythrocytes). Apds extragido do FEV,
as células-tronco adiposas sdo colocadas no meio (medium) de cultura (culture). Fonte: Chu et al., 2019.

As Adip-CTMs produzem intimeros mediadores soliveis e vesiculas extravasculares
que podem alterar a biologia de células e tecidos com efeito terapéutico in vivo. Os exossomos
sdo um tipo de vesicula extracelular. Outros tipos incluem microvesiculas e corpos apoptoticos.
Os exossomos sao componentes extracelulares compostos por uma bicamada lipidica, possuem
30-200nm e podem ser secretados por todos os tipos celulares. A sua formagao se da a partir da
invagina¢do da membrana endossomal, incorporagao de acidos nucleicos e proteinas do citosol
e fusdo do endossoma com a membrana plasmatica, resultando na sua secre¢do (Liu et al.,

2021).

Os exossomos sdo adquiridos a partir da ultracentrifugacdo das Adip-CTMs e sdo

extraidos do sobrenadante. Sdo considerados uma boa alternativa terap€utica pela facilidade de
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obtencdo, baixo custo e por reduzirem a possibilidade de rejeicdo do receptor. Ademais, os
exossomos aceleraram o processo cicatricial em alguns estudos, promovendo migragao,
proliferagdao e sintese de colageno (Cooper et al., 2018). No entanto, mais estudos sao
necessarios para estabelecer a sua seguranga, procedimentos padrao de extragao, marcadores
especificos e se possui propriedades pr6 ou anticancerigenas (Qiu et al., 2020). Assim como o0s
exossomos, as microvesiculas parecem ter propriedades que favorecem a cicatrizagdo de

feridas, mas hé poucas informagdes sobre a sua composicao (Laberge et al., 2018).

J& o secretoma ¢ um conjunto de fatores produzidos pelas CTs. S@o secretadas
macromoléculas troficas, como citocinas, quimiocinas, adipocinas, moléculas antioxidantes,
fatores pro-angiogénicos, fatores antiapoptoticos, fatores de crescimento, fator neurotrofico
derivado do cérebro, entre outros. Esses componentes exercem os seus efeitos benéficos por
atividade paracrina. Além disso, o meio de cultura das Adip-CTMs, denominado meio-
condicionado, contém esses subprodutos e é considerado como uma terapia livre de células (cell

free therapy) (Bunnell, 2021).

O secretoma ¢ capaz de modular a resposta imune e inflamatdria, estimular a
angiogénese ¢ inibir a apoptose. No sistema imunologico, ¢ capaz de reduzir a resposta imune
exacerbada e, portanto, deletéria. Induz macrofagos ativados a expressarem um fenotipo anti-
inflamatorio, reduz a expressao de natural killers, suprime e modula a maturacao de células
dendriticas. Além disso, influencia positivamente na cicatrizacdo de feridas, ao reduzir a
cicatrizagdo por fibrose e estimular a cicatrizagdo por regeneracdo. Com relagdo aos efeitos
angiogénicos, 0 secretoma possui substancias como o fator de crescimento vascular endotelial
e citocinas pro-angiogénicas. Ja foram observados bons resultados no seu uso em estudos in
vitro e in vivo. Os efeitos antiapoptoticos sdo atribuidos a componentes como o fator de
crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento semelhante a insulina e outras
citocinas, conferindo efeito citoprotetor (Sun et al., 2019). A figura 11 mostra o secretoma, os
seus componentes e os principais mecanismos de agdo. Ainda, de acordo com Wang et al.
(2012), o secretoma consegue chegar aos tecidos lesados quando administrado por via

intravenosa (IV).

O uso do secretoma traz consigo muitos beneficios, como a reducdo de
incompatibilidade imune e atividade cancerigena; formagdao de €mbolos e transmissdo de
infecg¢des; possibilidade de avaliar a sua seguranca, dosagem e poténcia de forma semelhante a

feita em farmacos; facil de armazenar e manter viavel; ¢ um método econdmico e pode ser
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produzido em massa (Vizoso et al., 2017). Estudos corroboram a seguranca do seu uso

terapéutico (Lalu et al., 2012).

Considerando os aspectos citados, o secretoma tem uma vasta gama de aplicacoes. Ha
relatos de sucesso com testes em animais de laboratério (Timmers et al., 2007; Chen et al.,
2012; Milan et al., 2016; Mukhamedshina et al., 2019). Também existem ensaios clinicos com
seres humanos aplicados a diferentes doencas e sistemas. Ha estudos com o seu uso em terapias
do sistema nervoso, como em casos de acidente vascular (Lee et al., 2010) e lesdes agudas da
medula espinhal (Xu & Yang, 2019); doengas do sistema cardiovascular (He et al., 2020);

manejo da osteoartrite (Song et al., 2018), dentre outras.
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Figura 11. Secretoma, seus componentes, mecanismos de agdo e efeitos celulares. Fonte: Sun et al., 2019.

Viérios ensaios clinicos vém sendo realizados com pacientes humanos, mostrando desde
resultados favoraveis a ocorréncia de efeitos adversos. O seu uso tem sido muito explorado no
tratamento de osteoartrose. Sadri et al. (2022) aplicaram secretoma proveniente de células
adiposas na articulag@o do joelho de trés pacientes. Nao foram observados efeitos adversos e os

pacientes foram acompanhados por seis meses, todos com melhora clinica.
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Um estudo clinico de fase IIb, realizado por Lee et al. (2019), também aplicou por via
intra-articular secretoma derivado de TA autélogo. Os 12 pacientes avaliados apresentaram
melhora em parametros clinicos, escalas de dor e exames de imagem. J& um estudo fase I/IIA,
explorando o seu uso na artrite reumatoide, mostrou desfechos clinicos positivos, porém sem

mudangas em parametros laboratoriais (Vij et al., 2022).

Pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico, com nefrite refrataria, receberam
transplante alogénico de secretoma proveniente de TA por via sist€émica. Os doentes foram
acompanhados por 12 meses e tiveram melhora significativa nos indices de proteinuria (Ranjbar

et al., 2022).

Além disso, existem muitas pesquisas que focam no uso dos subprodutos de Adip-CTMs
na cicatrizacgao de feridas, em especial feridas cronicas e de dificil reparo (Kolimi et al., 2022).
A sua utilizagdo para tratamento de fistulas em pacientes portadores de doenga de Crohn ¢ um
tema recorrente na literatura. Dozois et al. (2023) e Garcia-Olmo et al. (2022), em ensaios
clinicos, relataram melhoras na cicatrizacdo e resolugdo do quadro em alguns pacientes.
Entretanto, em ambos os estudos houve relato de reagdes adversas graves, que ndo foram
especificadas, em parte dos individuos avaliados. Sipos e Muizes (2021a) afirmam que, entre os
possiveis efeitos deletérios, observam-se propriedades pro-fibrinogénicas; pro-coagulacao;
risco aumentado de infec¢do; heterogeneidade de diferenciacdo desfavoravel e atividade pro-
cancerigena. Em relacdo a esta tlltima, os autores enfatizam que pode ocorrer neovascularizagao
de neoplasia; promocao de nichos metastaticos; assim como aquisi¢ao de novas propriedades
celulares do tumor, considerando a secrecdo e ativacdo de algumas enzimas. Contudo, ¢
importante considerar que fatores como forma de obtencdo e preparagdo do secretoma, meio de
cultivo, acondicionamento, via de aplicacdo e sistema organico avaliado influenciardo nos

resultados obtidos (Han et al., 2025).

Ainda focando no potencial do secretoma na cicatrizagdo de feridas, o seu uso no manejo
de acidentes causados por envenenamentos com animais pegonhentos, como cobras do género
Bothrops sp. e aranhas do género Loxosceles spp., representa um campo a ser explorado. Ambos
os acidentes citados sdo capazes de gerar necrose tecidual intensa, de dificil reparo e com

sequelas funcionais (Hogan et al., 2004; Sanchez-Castro et al., 2021).

Sanchez-Castro et al. (2021) testaram os efeitos do secretoma IV em camundongos que
receberam inje¢do intramuscular (IM) de veneno de serpente Bothrops atrox. O grupo tratado

com secretoma diluido em phosphate-buffered saline (PBS) 15 minutos ap6s o envenenamento
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apresentou aumento dos niveis da enzima creatinofosfoquinase (CK), demonstrando que houve
injuria muscular. Contudo, os valores dessa enzima retornaram aos registrados no grupo
controle 72 horas apos a inoculagdo do veneno, demonstrando melhoria do indicador de dano
tecidual. Segundo os autores, a mudanga de fenotipo dos macrofagos de pro-inflamatério para
anti-inflamatoério estimulada pelo secretoma ¢ fundamental para uma boa resposta cicatricial.
Além disso, os componentes do secretoma estdo envolvidos em todas as fases da cicatrizagao,
facilitando a migracao para o local da ferida, estimulo a angiogénese, liberagao de fatores de

crescimento e citocinas e reepitelizagao.



43

3.3.Acoplamento-excitagdo-contragdo e potencial de agdo cardiaco

Os batimentos cardiacos sao fundamentais para a vida e sdo coordenados pelo processo
de acoplamento-excitacao-contragao (EC). O EC ¢ o mecanismo fundamental pelo qual os
estimulos elétricos, conhecidos como potencial de agdo (PA), sdo transformados em forcga
mecanica, garantindo que a atividade cardiaca ocorra de forma coordenada e atenda aos
requisitos energéticos do organismo (Bers, 2002).

O PA da inicio a sequéncia de eventos que culminam na contragdo do musculo cardiaco.
A propagacao da eletricidade pelo cardiomiocito, que possui especializagdes relacionadas ao
EC, permite a liberacdo de célcio Ca?’, a sua interacio com o sistema contrétil e a contragio
mecanica. O balanco e o fluxo de Ca?'sdo fundamentais para que o EC ocorra de
adequadamente (Eisner, 2014).

Compreender os mecanismos envolvidos no EC e no PA ¢ de grande importancia para
o estudo da fisiologia cardiovascular e das desordens que ocorrem em estados patologicos. E
de grande relevancia o conhecimento da interdependéncia entre os eventos para o
funcionamento cardiaco ser adequado (Pinnell et al., 2007).

Com base nos estudos publicados por Huxley e Niedergerke (1954) e por Huxley e
Hanson (1954), ¢ que foi possivel o estabelecimento da teoria do filamento deslizante (sliding
filament theory). As observagoes dos pesquisadores citados acima permitiram compreender que
a banda A do sarcomero, regido que contém filamentos de miosina, permanece com o seu
comprimento constante durante a contragdo. J4 a banda I, que contém principalmente filamentos
de actina, sofre alteragdes no seu comprimento. O movimento da actina ao longo da miosina ¢
capaz de produzir a contracdo muscular. Na presenca de quantidade adequada de Ca™?, a
miosina consegue hidrolisar a adenosina trifosfato (ATP), permitindo a sua interagdo com a
actina e a geracao de forga. (Sliding Filament Theory, Sarcomere, Muscle Contraction, Myosin
| Learn Science at Scitable; Squire, 2019).

De acordo com Varr¢ et al. (2019), a compreensdo da funcao e regulacao dos canais idnicos
transmembrana e transportadores, assim como o seu impacto no PA, € essencial para o estudo
de mecanismos de arritmias. A expressao de canais pode estar alterada na insuficiéncia cardiaca
(IC), assim como em individuos que possuem mutagdes genéticas nessas proteinas.

Uma sequéncia elétrica normal e a contrag@o sincronica entre atrios e ventriculos dependem
da ativagdo rapida de varios grupos celulares. Tal mecanismo deve responder de maneira rapida

as oscilagdes da frequéncia cardiaca (FC) e do tonus autondmico. O PA preenche tais critérios
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(Grant, 2009). Na figura 12, observa-se o encadeamento de eventos elétricos e as principais

correntes idnicas envolvidas no processo.
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Figura 12. Correntes de membrana que geram um PA normal. Repouso (4), ascenséo (0), repolarizagdo inicial (1),
platd (2) e repolarizagdo final sdo as 5 fases do potencial de acdo. Um declinio do potencial no final da fase 3 em
células marcapasso, como o n6 sinusal, ¢ mostrado como uma linha quebrada. As correntes internas, Ina, Ica € If,
estdo mostradas em caixas amarelas; o trocador sédio-calcio (NCX) também ¢é mostrado em amarelo. Ele ¢
eletrogénico e pode gerar corrente interna ou externa. Ixcn, Iki, Lo, Ikur, Ikr € Iks €stdo mostrados em caixas cinzas.
A duracgao do potencial de agdo (APD) ¢ de aproximadamente 200 ms. Fonte: Grant, 2009.

A distribuicdo de canais i6nicos ndo ¢ homogénea em todo o coracdo. Por esse motivo, o
PA sofre variacdes conforme a regido cardiaca estudada, apresentando diferentes formatos,
conforme ilustrado na figura 13 (Varr¢ et al., 2021).

Os canais i6nicos possuem duas propriedades principais: permeabilidade e gating. A
permeabilidade diz respeito ao movimento de ions pelo canal, ¢ seletiva e depende de fatores
como o tamanho e a valéncia do ion. O gating é o mecanismo de abertura e fechamento dos
canais, que pode ser voltagem-dependente, ligante-dependente € mecano-sensitivo. Os canais
voltagem-dependentes mudam a sua condutancia de acordo com variagdes no potencial de

membrana (Grant, 2009).
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O PA ¢ uma mudanga de voltagem causada por fluxo de ions por canais i0Onicos
transmembrana, que possuem mecanismos dinamicos de abertura e fechamento espontaneos. A
concentracdo e o movimento de ions do liquido intracelular (LIC) para o liquido extracelular
(LEC) sdo determinantes para a homeostase. A bomba de sédio (Na') e potassio (K')
movimenta trés ions de Na* para o LEC e dois ions de K para o LIC, mantendo as cargas
elétricas celulares na faixa fisioldgica. O potencial transmembrana ¢ de aproximadamente — 90
milivolts (mV) (Santilli et al., 2019).

Nos midcitos atriais e ventriculares, o potencial ¢ dividido em cinco fases. E caracterizado
pela fase 0, em que ha abertura dos canais de Na* voltagem-dependentes e influxo de Na*, o
que torna a célula positiva ou despolarizada. Na fase 1 ocorre uma repolarizagao breve devido
ao efluxo de K* numa corrente transiente mediada por canais de K* e inativa¢ao de canais de
Na*. Ja a fase 2 ou platd é caracterizada pelo influxo de ions Ca*2, que se da principalmente por
canais de Ca* lentos e efluxo de K*. A fase 3 ou repolarizagio ocorre devido a abertura de
diferentes canais de K* (como correntes retificadoras rapidas e lentas e por corrente transiente)
e saida desse ion para o LEC, tornando a célula negativa novamente. Na fase 4, a carga celular
j& voltou ao normal, sendo conhecida como fase de repouso (Nerbonne & Kass, 2005).

Nas células do n6 sinoatrial (NSA) e do n6 atrio-ventricular (NAV), o potencial de repouso
da membrana ¢ — 60mV, ndo ha a fase 1, e a fase 2 ¢ mais curta e menos plana. A fase 4 € menos
negativa. A fase 0 ocorre principalmente por influxo de Ca®* por canais lentos. A despolarizagio
se da de forma continua (Koeppen & Stanton, 2009). No final da repolarizagdo, canais
hiperpolarizantes ativados por nucleotideos (HCN) sdo estimulados e ativam os canais funny
(funny channels), que realizam influxo de Na* e Ca’. Além desses, o trocador de Na*/Ca**,
canais de Ca?" do tipo T, canais sustentados de influxo de Na* e canais receptores de potencial

transiente estdo presentes nas células marca-passo.
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Figura 13. Diferencas regionais na configurag@o do potencial de agdo. Observa-se o formato do potencial de agdo
correspondente a cada regido cardiaca. NSA (N6 sinusal) ou SAN (sinusal atrial node). Atrio ou Atrium. NAV (N
atrioventricular) ou AVN (atrioventricular node). Purkinje, se referindo a propagagdo do potencial de ag¢do nas
células de Purkinje. Ventriculo (Ventricle) e o formato do potencial de agdo nas suas diferentes camadas (Epi para
epicardio; Endo para endocardio e Mid para meio ou miocardio). Fonte: Varro et al., 2021.

No quadro 3 estdo descritas as principais correntes cardiacas envolvidas no PA; sua
velocidade de ativacdo, inativacdo e recuperagdo; mecanismo de gating e em quais espécies

estdo presentes, bem como as regides cardiacas onde sdo encontradas.

Com a ocorréncia do PA, o Ca?" entra na célula e favorece a liberagio de mais Ca®" pelo
reticulo sarcoplasmatico, num processo conhecido como liberagdo de Ca?" induzida por Ca**
(ou calcium induced calcium release, do inglés) (Rios, 2018). A abertura de receptores de di-
hidropiridina (DHPR) estimula a abertura de receptores de rianodina (RyRs) e a liberacao de
Ca?" do reticulo sarcoplasmatico para o sarcoplasma. Tal fendmeno permite a ligagdo do Ca®*
com as proteinas contrateis e a ocorréncia da contracio muscular. A liberagio de Ca®" ativada
pelos mecanismos explicados ou de forma espontanea (durante o repouso) € conhecida como
faiscas de Ca®" (ou calcium sparks) (Rios, 2018).

Para ocorrer o relaxamento, a concentragdo intracelular de Ca** deve ser reduzida no
sarcoplasma, o que se da, principalmente, por quatro vias: por meio da sarcoplasmic reticulum
calcium ATPase (SERCA); pelo trocador de Na*/Ca** do sarcolema; pela Ca’**ATPase do
sarcolema ou por uniporte de Ca?* pela mitocondria. A importincia quantitativa dessas rotas

varia entre as espécies (Bers, 1993).
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Quadro 3. Principais correntes envolvidas no PA e suas correspondentes caracteristicas

Tipo | Nome | Ativacido | Inativacdo | Recuperacio Gating Espécies | Localizagao
de da
canal | corrente
Nav Ina Muito Rapida Rapida Voltagem Cao, gato, | NSA, NAV, A,
rapida humano, PV
furdo,
camundongo,
rato
Cav Icaq Répida Moderada Répida Voltagem Cao, gato, | NSA, NAV, A,
humano, P,V
furdo,
camundongo,
rato
NSA, NAV, A,
Ica(m) Répida Rapida Lenta Voltagem Cao, gato, | P
porquinho-
da-india, rato
Kv Io, Rapida Rapida Rapida Voltagem Cao, gato, | A,P,V
humano,
furdo,
camundongo,
rato
Lo, s Répida Moderada Lenta Voltagem Furdo, NSA, NAV, A,
humano, A%
camundongo,
rato, coelho
Kv Ix: Moderada | Rapida Lenta Voltagem Cao, gato, | NSA, NAV, A,
humano, PV
porquinho-
da-india,
camundongo,
rato, coelho
Cio, NSA,A, PV
Ixs Muito Nao Voltagem humano,
lenta porquinho-
da-india,
coelho
Ixur Muito Muito lenta Lenta Voltagem Céo, humano | A
rapida
Ixsiow, 1 Muito Lenta Lenta Voltagem Camundongo | A,V
rapida
Ixp Rapida Nao Voltagem Porquinhi- A%
da-india
Ixslow, 2 Rapida Muito lenta Lenta Voltagem Camundongo | A,V
Ik Lenta Lenta Lenta Voltagem Rato \%
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Kir Iss Lenta Nao Voltagem Cio, NSA, A,V
humano,
camundongo,
rato, coelho

Cao,  gato,
Ixi Voltagem furdo, APV
humano,
camundongo,
rato, coelho

Txatp, Ikach, ATP, Ach

Ixare, Ixp metabolismo,
encurtamento
das fibras

Principais correntes envolvidas no PA. Nav: canal de sodio voltagem-dependente. /na: corrente de sddio. Kv: canais
de potassio voltagem-dependentes. Kir: corrente retificadora de influxo. /i,  corrente transiente de efluxo rapida.
I, s: corrente transiente de efluxo lenta. Ik;, Iks, Ikur, Ik, Ikp, IKslow,1, IKslow, 2, Iss : correntes retificadoras retardadas.
NSA: n6 sinoatrial. NAV: n6 atrioventricular. A: atrio. P: Purkinje. V: Ventriculo. ATP: adenosina trifosfato. Ach:
acetilcolina. Fonte: Adaptado de Nerbornne e Kass (2005) e Grant (2009).

Em coelhos, cdes, humanos, furdes e cobaias, 70% da redu¢do de Ca®" ¢ feita pela
SERCA e 28% ¢ feita pelo trocador de Na*/Ca*" do sarcolema. Apenas 1% ¢ realizada pela
Ca?"ATPase do sarcolema e por uniporte de Ca?* pela mitocondria. J4 em ratos e camundongos,
92% da reducdo de Ca’" é feita pela SERCA e 7% ¢ feita pelo trocador de Na*/Ca** do
sarcolema. Apenas 1% é realizada pela Ca’" ATPase do sarcolema e por uniporte de Ca** pela
mitocdndria. Por esse motivo, ratos e camundongos mimetizam pouco o balango de Ca®* no ser
humano (Bers, 1993).

A quantidade de Ca*" que sai da célula durante o relaxamento deve ser a mesma que
entra a cada batimento cardiaco. Caso contrario, a célula ganharia ou perderia Ca®" e no estaria
em equilibrio (Eisner et al., 2017). Além das vias citadas acima, a liberagdo de Ca" pelo reticulo
sarcoplasmatico e a corrente de Ca®" criam feedback negativo para o influxo de Ca**. Quando
h4 influxo ou liberagio elevados, a entrada de mais Ca** cessa. A inativagio Ca®" dependente
que ocorre no citosol limita a quantidade de Ca®" que entra na célula durante a despolarizago.
Essa inativacdo dependente de Ca?"é um efeito local mediado por calmodulina (Peterson et al.,
1999).

A SERCA tem papel fundamental na contragio, relaxamento e na homeostase do Ca**.
Ha varios subtipos e a SERCA2a ¢ a que possui maior expressao nos cardiomidcitos. Além
disso, duas proteinas estruturais estdo envolvidas nos processos de ativagdo e inativacdo da
SERCA2a: E1 e E2. Mudancas conformacionais nessas estruturas aumentam ou diminuem a

afinidade da SERC2a pelo Ca?". Fosfolambano ¢ a principal proteina reguladora da SERCA2a,
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inibindo sua atividade. Porém, quando ¢ fosforilado, ele perde o seu efeito inibitdrio (Zhihao et

al., 2020).

Quando a concentragio de Ca®" é elevada no reticulo sarcoplasmatico, aumenta a
quantidade de Ca?" disponivel para ser liberado. Além disso, também h4 estimulo e aumento da
sensibilidade de RyRs ao Ca?". RyRs estdo associados a proteinas regulatérias do complexo
juncional, como a calmodulina, e proteinas da superficie luminal do reticulo sarcoplasmatico,
como a triadina, junctina e calsequestrina. A calmodulina se liga ao Ca?" e ativa vias que
dependem dele. A calsequestrina atua no estoque do Ca>" e funciona como um regulador da sua

liberagdo (Wang & Michalak, 2020; Yang & Tsai, 2022).

Quando a concentracio de Ca** esta reduzida no reticulo sarcoplasmatico, a corrente de
Ca?" pode falhar em induzir a liberagdo de Ca** do reticulo sarcoplasmatico, permitindo que ele
se recarregue. Além disso, a reducio na quantidade de Ca®" no reticulo sarcoplasmatico, mesmo
que localmente, pode contribuir de forma dindmica para desligar a liberacdo de Ca** durante o
EC. O contetido de Ca®" no reticulo sarcoplasmético pode ser aumentado com o incremento do
influxo pela corrente de Ca’, reducdo do efluxo ou aumentando a captagdo de Ca*' pelo
reticulo. Estimulo adrenérgico, aumento da frequéncia de estimulo, aumento da duragdo do
potencial de acdo, aumento da corrente de Ca**ou elevagio da concentracdo de Na* intracelular
sdo formas de auxiliar nessa recarga (Bers, 1993). O estiramento das fibras miocérdicas,
fendomeno explicado pela Lei de Frank-Starling, contribui para aumentar a sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca?*, assim como a cafeina e drogas inotropicas (Fukuda et al., 2001).

O trocador de Na'/Ca**, em condigdes fisiolégicas, carreia trés ions de Na* para o
interior da célula e um ion de Ca** para fora. Realiza influxo ou efluxo de Ca**. Pode atuar no
influxo de Ca®" quando h4 aumento significativo do Na" intracelular, quando a SR Ca**ATPase
ou a corrente de Ca*" estdo inibidas ou se a dura¢o do potencial de acdo est4 prolongada (Xue
et al., 2023). Esse mecanismo, assim como os citados acima, contribui para o balanco celular
de Ca**, como mostrado nas figuras 14 e 15.

Os RyRs contribuem para cessar a entrada de Ca** na célula, por meio de inativagio ou
adaptacao. Na inativagdo, os receptores sO podem se abrir novamente apos sua recuperagao. Na
adaptagdo, ha reducdo da probabilidade de abertura, mas ainda podem ser reativados por
concentracdes elevadas de Ca?" intracelular (Sipido et al., 2013). A deplecio de Ca>" no reticulo
sarcoplasmatico associada a inativagdo dos RyRs interrompe o influxo do Ca** e finaliza o ciclo

de contracao (Bers, 2002).
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Figura 14. Desenho esquematico demonstra a sequéncia de eventos estimulados pelo PA. O estimulo elétrico se
propaga pelos tubulos transversos em 1 (Action potential propagates down transverse or T-tubules). Em seguida,
em 2, os DHPR sdo sensiveis & despolarizacdo e estimulam a abertura de RyR no reticulo sarcoplasmatico (DHPR
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Figura 15. Desenho esquematico da diade, evidenciando as principais proteinas envolvidas no balanco de canal de
Ca2+ do tipo L. (L-type Ca2+channel). NCX (trocador de Na+/Ca2+) atuando a favor da entrada de Na+ na
célula (no modo para frente ou, forward mode). NCX atuando a favor da entrada de canal de Ca2+ do tipo L na
célula (no modo reverso ou, reverse mode). Canal de s6dio (Na+ channel). RyR (receptor de rianodina). SERCA
(Ca2+ATPase do reticulo sarcoplasmatico). Reticulo sarcoplasmatico (sarcoplasmic reticulum). Calsequestrina
(CSQ). Fosfolambano (PLN). Junctina (Juctin). Triadina (7riadin). Fonte: Eisner et al., 2019.

O papel da Ca’"ATPase do sarcolema parece ter maior importancia no controle da
concentragio de Ca** durante o repouso do que na remogio de Ca** da célula apds o estimulo.
Contudo, alguns trabalhos demonstram que Ca’"ATPase pode ter potencial funcional na
dinamica do Ca*" (Eisner et al., 2000).

O uniporte de Ca*" pela mitocondria tem um papel menor na redugio da concentragio
de Ca®" no citosol. Entretanto, o Ca*" atua como um sinalizador para ativagio de vias de
producdo de energia na mitocondria, que fornece 90% do ATP utilizado pelo cardiomiocito e
ocupa 30% do volume celular (Kwong, 2017).

O inositol (1,4,5) trifosfato pode induzir a liberagdo de Ca*>* em varios tipos celulares.
Contudo, ndo parece ser 0 mecanismo primario nas células cardiacas. Ativagdo de receptores
adrenérgicos e muscarinicos aumenta a producao de Inositol (1,4,5)trifosfato, evidenciando seu
papel na modulacdo da liberagio de Ca’" em resposta a hormodnios e medicamentos (Bers,

1993).
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4. Material e Métodos

4.1.Animais

Foram utilizadas cobaias da espécie Cavia porcellus, obtidas num criatério certificado em
Igarapé, Minas Gerais. Um total de 28 machos, jovens e higidos, com peso médio de 600g, foi
alojado no biotério do Multilab, Centro de Pesquisa Multidisciplinar da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG).

Os animais passaram por uma quarentena € nova vermifugacao antes de iniciar o
experimento e ficaram sob condigdes ambientais controladas: temperatura de 25 °C, regime de
12h de luz e 12h de escuriddao. Além disso, ragdo, agua e feno ad libitum. Foi efetuada
suplementagdo de vitamina C. Cada cobaia ficou numa gaiola individual.

O experimento obteve aprovagio do Comité de Etica do Uso de Animais (CEUA) da UFMG
sob o protocolo 131/2020 (anexo A). Os animais tiveram seu bem-estar respeitado durante todo

0 processo de pesquisa.

4.2 . Veneno

Foi utilizado um poo/ de veneno obtido a partir de eletroestimulagdo de aranhas adultas,
machos e fémeas, da espécie Loxosceles intermedia, fornecido pelo Centro de Produgdo e

Pesquisa em Imunobioldgicos (CPPI), no Paran4, Brasil.

Foi efetuada a dosagem proteica pelo método de Lowry (Shen, 2019), que revelou um
conteudo proteico de 1,22pg/uL. Para o desafio, foram necessarios 11,4uL de veneno, diluidos

em 0,5 mililitros (mL) de salina.

4.3 Secretoma

As Adip-CTMs foram obtidas de TA humano, que foi cultivado num meio denominado
XANADU (xeno-free and human component free). O protocolo realizado com este meio de
cultivo possui vantagens, uma vez que nao ¢ utilizado soro fetal bovino, evitando
contaminagdes com material animal. Também € um meio livre de Human Platelet Lysate, o qual
¢ pro-trombotico. Além disso, 0 XANADU promove rejuvenescimento das mitocondrias.

As Adip-CTMs foram expandidas apds oito passagens consecutivas a cada sete dias
durante 56 dias. O cultivo manteve um tempo baixo de duplicacao, entre 45 e 70h. As células

mostraram caracteristicas apropriadas e ndo havia sinais de senescéncia. A proliferacao foi
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adequada para producdo em larga escala (biobanking), uma vez que a duplicagdo de sua
populagdo foi significativamente alta (25,6h) e semelhante ao obtido em meios de cultivo
comerciais. Apos esse processo, o secretoma foi liofilizado, o que viabilizou sua conservagao e
o seu transporte, sendo gentilmente fornecido pelo Dr. Juan Tejedo, do Laboratério de Biologia
Molecular e Engenharia Bioquimica da Universidade de Pablo de Olavide, em Sevilha, na

Espanha.

4.4 Soro antiloxoscélico

Foi utilizado o soro antiloxoscélico produzido no CPPI, no Parana, Brasil. Trata-se de
uma solu¢do composta por imunoglobulinas (Ig) especificas obtidas do plasma de animais
hiperimunizados com antigeno das seguintes aranhas: Loxosceles intermedia, L. gaucho ¢ L.
laeta. Cada 1,0mL ¢ capaz de neutralizar 15 doses minimas necrosantes (DMN), ou seja, a
menor dose capaz de causar lesdo dermonecrdtica sem gerar o0bito. Essas informacgdes estdo

descritas na bula do soro.

Nao hé descri¢do da DMN em cobaias. A partir de 15,475ug sdo observadas infiltragao
de leucocitos e necrose, o que pode sugerir que a DMN seja por volta desta concentracdo na

espécie (Fernandes, 2024).

4.5.Delineamento experimental

Ap0s o periodo de adaptacdo, os animais foram distribuidos em cinco grupos, recebendo
os diferentes desafios e tratamentos (Quadro 4):

Grupo A

Os animais (n=4) foram desafiados com 0,5mL de solug¢do salina 0,9%, via intradérmica
(ID), na regido interescapular. Quinze minutos depois, iniciou-se o tratamento com a
administracdo de 0,5mL de solugdo salina 0,9% via intraperitoneal (IP), que se repetiu nos

quatro dias subsequentes, no mesmo horério, totalizando cinco aplicagdes.

Grupo B

Os animais (n=6) foram desafiados com 14ug de veneno de L. intermedia diluido em
0,5mL de solucdo salina a 0,9%, por via ID na regido interescapular. Quinze minutos depois,
iniciou-se o tratamento com a administragdo de 0,5mL de solugdo salina 0,9% via IP, que se

repetiu nos quatro dias subsequentes, no mesmo horario, totalizando cinco aplicacdes.
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Grupo C

Os animais (n=7) foram desafiados com 0,5mL de solucdo salina 0,9% via ID, na regido
interescapular. Quinze minutos depois, iniciou-se o tratamento com a administragao de 160ug
de secretoma diluido em 0,5mL de solugdo salina 0,9%, via IP, que se repetiu nos quatro dias
subsequentes, no mesmo horario, totalizando cinco aplicacdes.

Grupo D

Os animais (n=5) foram desafiados com 14ug de veneno de L. intermedia diluido em
0,5mL de solucdo salina a 0,9%, por via ID na regido interescapular. Quinze minutos depois,
iniciou-se o tratamento com a administragdo de 160ug secretoma/animal, diluido em 0,5mL de
solugdo salina 0,9% via IP, que se repetiu nos quatro dias subsequentes, no mesmo horario,
totalizando cinco aplicagdes.

Grupo E

Os animais (n=6) foram desafiados com 14ug de veneno de L. intermedia diluido em
0,5mL de solugdo salina a 0,9%, por via ID na regido interescapular Quinze minutos depois,
iniciou-se o tratamento com uma aplicagao tnica de 0,3mL de soro antiloxoscélico, diluidos em

0,2mL de solucgao salina a 0,9%, totalizando um volume de 0,5mL por via IP.

Quadro 4. Grupos / desafios / tratamentos

Grupos Desafio Tratamento

Grupo A Solugdo salina 0,9% Solugdo salina 0,9%
Grupo B 14ug de veneno de L. intermedia Solugéo salina 0,9%
Grupo C Solugdo salina 0,9% 160pg secretoma
Grupo D 14ng de veneno de L. intermedia 160pg secretoma
Grupo E 14ng de veneno de L. intermedia Soro antiloxoscélico

Todos os animais foram avaliados diariamente e submetidos aos exames de ECG,
hematologicos e bioquimicos plasmaticos.

Os ECGs foram realizados no tempo zero (T0), ou seja, antes do desafio proposto, e,
aos 30 minutos, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias e 14 dias apds desafio / tratamento.

As coletas de sangue para os exames sanguineos foram realizadas nos tempos 48 horas,
72 horas, 7 dias e 14 dias apds desafio / tratamento.

Um animal de cada grupo foi selecionado de forma aleatoria e eutanasiado no tempo 7
dias. As células cardiacas foram isoladas para analise da contratilidade miocérdica e estudo do

potencial de acdo cardiaco por meio do Patch clamp (estudo ex-vivo).
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Aos 14 dias (tempo 14 dias), os animais foram submetidos a eutandsia por

aprofundamento na anestesia com isoflurano.

4.6.Eletrocardiograma

O ECG foi realizado in vivo, de forma ndo invasiva, com o eletrocardidografo INcardio

X, da empresa Inpulse Animal Health (Florian6polis, Santa Catarina, Brasil).

As cobaias permaneceram em estagdo. O eletrodo amarelo foi posicionado no membro
toracico esquerdo e o eletrodo verde, no membro pélvico esquerdo. Do lado direito de cada
animal, o eletrodo vermelho foi colocado no membro toracico e o eletrodo preto, no membro
pélvico (Figura 16). Dessa maneira, o ECG pdde ser estudado em seis derivagdes: D1, D2, D3,
aVR, aVL e AVFE.

Por se tratar de animais de porte muito pequeno, com peso inferior a 1,0 quilograma
(kg) e torax de tamanho reduzido, ndo foi possivel a colocagcdo dos eletrodos de derivacdes
precordiais.

Nao foi utilizada sedag¢do ou anestesia para obten¢do do tragado. Os registros foram
gravados durante cinco minutos na velocidade 50mm/s e sensibilidade N. As gravag¢des foram

executadas nos tempos T0, 30 minutos, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias e 14 dias.

Figura 16. Posicionamento dos eletrodos para realizacdo do ECG em cobaia da espécie Cavia porcellus. Fonte:
Arquivo pessoal.
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Posteriormente, foi feita mensuracdo da duracdo e amplitude das ondas, avaliacdo do
ritmo cardiaco e da FC, no software proprio do INcardio X, assim como a obtengdo das imagens

dos tragados.

4.7.Hematologia

Foi realizada coleta de 1,0mL de sangue por meio de puncdo da veia jugular,
acondicionado em tubo contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).

A avaliagdo hematoldgica foi composta por eritrograma, leucograma e contagem de
plaquetas. O exame foi efetuado no equipamento PocH 100i® e por contagem diferencial das
células em esfregacos sanguineos corados com kit panético rapido (solucdo de triarilmetano a

0,1%; solugao de xantenos a 0,1% Panotico rapido; e solugdo de tiazinas a 0,1%).

4.8.Exames bioquimicos sanguineos

Apobs a coleta de sangue e realizagdo do hemograma e do esfregaco sanguineo, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo para obten¢do de plasma, que foi congelado até o
término do experimento, quando foram efetuadas as andlises bioquimicas de CK-MB, dosagem
de cTnl e de NT-pr6-BNP por meio de kits da Biocon®. Ambos sdo testes rapidos e

quantitativos, que realizam a imunodetecc¢ao por meio de fluorescéncia.

4.9.Avalia¢do anatomo-histopatoldgica

Apds a eutanasia, os animais foram submetidos a necropsia. Foram coletados
fragmentos de pele, onde foi realizada a aplicacdo de veneno, e de coragdao. Os fragmentos
foram fixados em formol a 10%. Apds parafinizagdo, foram realizados cortes histologicos de
4um de espessura, corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE). Os cortes e as etapas de

preparacdo foram realizados no Laboratério de Patologia Animal da EV- UFMG.

4.10. Isolamento dos cardiomiodcitos

Foi selecionado um animal de cada grupo experimental para analise da contratilidade
miocardica e do potencial de agdo cardiaco por meio do Patch clamp. Estes foram eutanasiados

com uma injecao IP de pentobarbital, na dose de 150mg/kg, no tempo 7 dias.
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Os cardiomiocitos ventriculares foram isolados enzimaticamente, como descrito por
Shioya (2007), com algumas modificagdes devido as particularidades da espécie estudada, que
estao descritas a seguir.

Foi realizada a abertura do esterno e remocao do coracdo com instrumental cirirgico
apropriado. Em seguida, o corac¢do ficou imerso numa solu¢do tampao conhecida como CIB
(cell isolated buffer, do inglés), cuja composi¢ao ¢: 130 milimolar (mM) de cloreto de so6dio
(NaCl); 5,4mM de cloreto de potassio (KCI); 0,5mM de cloreto de magnésio (MgClz); 0,33mM
de fosfato monossddico (NaH2PO4); 22mM de glicose ¢ 25mM do acido N-(2-hidroxietil)
piperazina-N'-2-etanossulfonico (HEPES). Além disso, foi adicionado acido egtazico (EGTA)
a solucdo, isentando a presenca de cdalcio nessa etapa da preparacao. O corag¢do foi entdo
canulado por meio do tronco adrtico e colocado num sistema Langendorff de perfusao constante
(aproximadamente 73 milimetros de mercurio (mmHg)) e temperatura de 37°C, que permitiu a
perfusdo retrégrada para remoc¢do do sangue ainda presente nas corondrias € nas camaras
cardiacas durante 5 minutos. Apos isso, foi feita perfusdo apenas com CIB, sem EGTA. A
solugdo CIB contou com adi¢do de alguns componentes: 0,1mM de cloreto de calcio (CaCly);
0,8mg/mL de colagenase tipo II; 0,06mg/mL de proteinase tipo XXIII e 0,06mg/mL de tripsina.
Finalizada a primeira fase da digestdo enzimatica, o ventriculo esquerdo foi seccionado,
separado do restante do coracdo e transferido para uma nova solu¢ao CIB (sem EGTA) com a
mesma composi¢do, porém, acrescida de 0,5mM de CaCl,. O VE permaneceu nessa solucao
durante 7 minutos a 37°C. Apos essas etapas, as células foram isoladas por leve agitagao
mecanica com uma pipeta de transferéncia. Em seguida, as células foram filtradas,
centrifugadas a 100 rotacdes por minuto (rpm) durante 30 segundos (s), suspendidas e colocadas
em solug¢ao CIB com 1,2mM de CaCl> e 2mg/mL de albumina sérica bovina durante 10 minutos
a 37°C. Por tultimo, foram centrifugadas mais uma vez (a 100rpm por 30s) e mantidas numa
solugdo Tyrode, composta por: 140mM de NacCl; 5,4mM de KCI; 0,5mM de MgCl»; 0,33mM de
NaH>PO4; 11mM de glicose; SmM de HEPES e 1,8mM de CaClo. As células isoladas puderam
ser utilizadas em até seis horas para realizagdo dos experimentos, mantidas a temperatura

ambiente.

4.11. Registros da contratilidade cardiaca

Os midcitos ventriculares recém-isolados tiveram sua contratilidade avaliada por meio
de deteccao de bordas por uma camera de alta velocidade NTSC (MyoCamCCD100v, lonOptix.

Milton, MA, EUA). As células foram colocadas numa camara de perfusdo montada em um
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microscopio invertido (Nikon TS-100, Nikon Instruments Inc, Japao). Os cardiomidcitos foram
plaqueados numa laminula acoplada a camara, que contém um par de eletrodos paralelos. Por
meio dos eletrodos, foi realizado o estimulo elétrico capaz de suscitar a contragao muscular. Foi
utilizado um estimulador bifasico (Grass Instruments, EUA) que gera pulsos de 80 volts (v) e
4 milissegundos (ms) de duragdo. A frequéncia de estimulagdo variou de 1 a 3 Hertz (Hz). As
c€lulas ficaram imersas em solug¢do de Tyrode, a temperatura ambiente, durante o periodo da

analise.

A partir das imagens obtidas, foi possivel medir o encurtamento celular apds o estimulo
elétrico usando um sistema de video detector de bordas (IonOptix. Milton, MA, EUA) calibrado

para a objetiva utilizada.

4.12. Patch clamp

Os cardiomidcitos provenientes do ventriculo esquerdo recém-isolados foram
transferidos para uma camara de registros e banhados com solugdo de Tyrode padrio. A camara
de registros contendo as células foi fixada a mesa de um microscopio invertido (Axiovert 100
M, Zeiss, Alemanha). Foi utilizado um amplificador de patch-clamp (EPC 9.2; HEKA
Instruments, Germany) para a medida de potenciais transmembrana nos cardiomidcitos
1solados, tendo como referéncia um eletrodo de Ag/AgCl imerso na camara contendo as células
isoladas, o qual foi conectado ao amplificador via headstage. Todas as medidas foram realizadas
utilizando-se a configuracdo de whole-cell current-clamp para medir os potenciais de agdo. As
micropipetas utilizadas nos experimentos possuiam resisténcia entre 1-2MQ (megaohm). Apos
o estabelecimento da configuracdo Whole-cell, as células foram mantidas em repouso por um
intervalo de 3-5 min, de modo a permitir que o meio intracelular se equilibrasse com a solugao
contida na micropipeta (em mM: 20 KCl, 130 acido aspartico, 130 de hidréxido de potassio
(KOH), 10 HEPES, 4 MgCl2, 10 NaCl, 4 ATPNa2). O potencial hidrogenionico (pH) foi
ajustado para 7,2 com KOH. Os transientes capacitivos foram anulados em todos os
experimentos. Células com resisténcia em série superiores a 5 MQ ndo foram utilizadas durante

as analises.

Os PAs foram obtidos a partir de um potencial de membrana livre € ndo clampeado
(equivalente ao potencial de repouso da propria célula apds a didlise da solug@o de pipeta com
o meio intracelular), utilizando frequéncia de estimula¢do de 1Hz. Os primeiros 50 a 100 PAs

foram gravados para verificar a estabiliza¢do da forma de onda do PA. Em ambos os protocolos
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os potenciais foram deflagrados por meio de pulsos com amplitude de 0,7 a 1 nanoampere (nA)
e duracao variavel entre 3-5 ms. A frequéncia de aquisi¢ao do sinal digital foi de 10 quilohertz

(kHz).

4.13. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, os dados obtidos
foram apresentados na forma de médias e desvio-padrdao. Em relagdo as variaveis quantitativas,
foi feito teste de normalidade de distribui¢do (Kolmogorov-Smirnov), seguido de teste de
analise de variancia (ANOVA) e Tukey (p<0,05). Em caso de nao normalidade, foram utilizados
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e comparagdes multiplas de Dunn. Os dados foram

avaliados por meio do GraphPad Prism 9. O nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.
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5. Resultados e Discussao

5.1.Selecao dos animais e das doses utilizadas

Cobaias da espécie Cavia porcellus sdo utilizadas como modelos experimentais ha
muitos anos. Trata-se da espécie que reproduz melhor o quadro de loxoscelismo sist€émico
(Fernandes, 2024) principal motivo pelo qual foi escolhida. Além disso, sdo animais de facil
manejo e possuem muitas caracteristicas anatomicas e fisiologicas que os tornam adequados
para o estudo de diversas patologias. Sao usados em modelos de doencas infecciosas, estudos
reprodutivos e cardiopatias (Padilla-Carlin et al., 2008; Chorro et al., 2009; Guo et al., 2009;
Taylor & Lee, 2012). Além disso, ¢ um modelo reconhecido em estudos eletrofisiologicos,
compartilhando caracteristicas similares a correntes elétricas e PA cardiaco humanos (Joukar,

2021).

A dose de veneno selecionada foi baseada no estudo prévio realizado por nosso grupo
de pesquisa (Fernandes, 2024), no qual a aplicacdo intradérmica de 14ug do veneno de L.
intermedia em cobaias foi capaz de gerar alteragdes eletrocardiograficas sem ocasionar o ¢bito
dos animais. Sendo assim, essa dose foi selecionada a fim de reproduzir os efeitos cardiacos e
permitir a avaliacdo dos animais por mais tempo.

Foi realizada a eletroforese em gel poliacrilamida (PAGE) com dodecil-sulfato de sodio
(SDS) para melhor compreensdo e caracterizagdo das proteinas presentes no veneno,
demonstrada na Figura 17. Ao lado, estd o peso molecular das bandas padrao. Observa-se, no
pool de veneno utilizado nesse experimento, predominancia de proteinas com massa molecular
entre 50 e 25kDa, evidenciando uma concentracdo maior de fosfolipases, metaloproteases e

hialuronidases.
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Figura 17. Eletrofose SDS-PAGE do veneno de Loxosceles intermedia utilizado, em duas diferentes
concentragoes, ¢ os valores de massa molecular da banda-padréo.

A dose do soro antiloxoscélico foi determinada de modo a neutralizar 2 DMNs,
considerando que a quantidade de veneno aplicada foi inferior a possivel DMN da espécie. Foi
feita a extrapolagdo para a espécie Cavia porcellus e a dose de veneno utilizada.

A dose do secretoma foi escolhida com base em estudos prévios realizados por Sanchez-
Castro et al. (2021) e Rodrigues et al. (2024). O experimento de Sanchez-Castro et al. (2021)
utilizou uma tUnica dose de 50ug de secretoma em camundongos desafiados com veneno de
Bothrops atrox. J& o trabalho de Rodrigues et al. (2024) utilizou 60ug de secretoma para tratar
a dermonecrose induzida pelo veneno de L. intermedia. Considerando que o objetivo do
trabalho foi tratar o quadro sistémico e mimetizar um tratamento semelhante aos realizados com
anti-inflamatorios comerciais, foi preconizada uma dose maior, que foi de 160ug, em cinco

aplicagdes.
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5.2.Eletrocardiograma

Os seguintes parametros foram avaliados de forma quantitativa no ECG das cobaias:
eixo da onda P, eixo do complexo QRS, duragdo da onda P, amplitude da onda P, intervalo PQ,
duragcdo do QRS, duragdo do intervalo QTc e FC. A avaliagdo qualitativa foi realizada na

classificacdo do ritmo cardiaco e na identifica¢ao de arritmias.

Para fins de comparacdo, foram utilizados os valores de referéncia de ECG de cobaias

propostos por Botelho et al. (2016), conforme descrito no Quadro 5.

Quadro 5. Valores de referéncia dos parametros eletrocardiograficos de Cavia porcellus

Parametro Intervalo de referéncia
P (ms) 30-60
P (mV) 0,04 — 0,24
PQ (ms) 41 -110
QRS (ms) 41-91,3
QRS (mV) 0,07 - 1,03
T (mV) 0,03 -0,13
QT (ms) 85,7 —158,7
FC (bpm) 191,7 - 381

O eixo elétrico da onda P ¢ a medida do sentido da despolarizagao atrial. O calculo desse

parametro foi feito como proposto por (Santilli et al., 2019):

2 x PavF

Eixode P = Arcan X ——
V3 x Pd1

PavF e Pd] representam a amplitude da onda P nas derivagdes aVF e D1.

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos ao longo de toda a avaliagao,
evidenciando que o eixo da onda P nao foi afetado pelo envenenamento loxoscélico ou pelos
tratamentos aos quais os grupos foram submetidos (salina 0,9%, secretoma e soro
antiloxoscélico), como mostrado na figura 18. A figura 19 mostra a variacdo nos valores da

onda P dentro de um mesmo grupo experimental.
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Dessa forma, infere-se que a geragdo do impulso elétrico no NSA e sua propagacao
pelos tratos internodais e feixe de Bachman se mantiveram preservados, considerando o veneno,

sua dose, bem como as demais drogas e as doses aplicadas.

Ha poucas informagdes na literatura sobre valores de referéncia do eixo elétrico da onda
P em cobaias. Kijtawornrat et al. (2011) calcularam o potencial gerado pelo coragdo na
superficie corporea de cobaias saudaveis. Contudo, os pesquisadores utilizaram derivagdes
semi-ortogonais e vetorcardiograma para esse calculo, o que poderia gerar viés na comparagao.
Dessa maneira, esse parametro foi avaliado apenas comparando seu valor ao longo do tempo,

sem correlagdo com outros estudos.

Eixo da onda P
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Figura 18. Valores médios do eixo da onda P nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de observagao.
Nivel de significancia estabelecido: p < 0,05.
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Figura 19. Valores médios do eixo da onda P em cada grupo experimental durante o tempo de observagdo. Nivel
de significancia estabelecido: p < 0,05.
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Além do eixo da onda P, a sua duracdo e amplitude também foram avaliadas nos
diferentes grupos ao longo do experimento. A duracdo da onda P reflete o tempo necessario
para a despolarizagao dos atrios direito e esquerdo (Chen & Soliman, 2019). J& a sua amplitude
reflete o grau de remodelamento eletromecanico atrial, caso exista, ¢ o padrdo de condugao

interatrial (Park et al., 2016).

E possivel observar a comparagio da duragdo e da amplitude da onda P entre os grupos
nas figuras 20 e 21, respectivamente. Ja o comportamento do parametro em cada grupo esta

ilustrado nas figuras 22 e 23.

Com relacdo a durac¢do da onda P, foi observada diferenga significativa entre o grupo B
e o grupo C. E, entre o grupo B e o grupo E, no tempo 72h. A duragdo da onda P foi maior no
grupo desafiado com solugdo salina 0,9% e tratado com secretoma e no grupo desafiado com o
veneno de L. intermedia ¢ tratado com soro antiloxoscélico quando comparados ao grupo

desafiado com veneno de L. intermedia e tratado com solugao salina a 0,9%.

Duracao da onda P
80 =
I IR T E T o
%
1
3‘,’40- mr
0=
TO 30min 24h 48h 72h 7 dias 14 dias
3 A - Animal saudavel
= B - Veneno + Salina 0,9%
= C - Salina 0,9% + Secretoma
= D - Veneno + Secretoma
= E - Veneno + Soro

Figura 20. Valores médios da duracdo da onda P nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observagdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*.

:p <0,05.
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Amplitude da onda P
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Figura 21. Valores médios da amplitude da onda P nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observacdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

No grupo B, observa-se que o valor médio da duragdo da onda P foi inferior ao intervalo
de referéncia da espécie, o que pode indicar um efeito significativo do envenenamento (Figura
20). No mesmo tempo (72h), houve diferengas na amplitude da onda P entre os diferentes
grupos. Pode-se observar que as menores amplitudes ocorreram nos grupos B e D,
respectivamente, ficando claro que o secretoma nao pdde reverter a acdo do veneno loxoscélico
sobre a diminui¢cdo da amplitude da onda P (Figura 21). Percebe-se que os valores encontrados
ficaram abaixo dos valores de referéncia da espécie (delimitados pelas linhas pretas pontilhadas

no grafico), o que pode significar um impacto real sobre este parametro.

No tempo 72h, ainda se observam efeitos importantes do veneno, que interferiu na
duragdo da onda P. J4 o uso do secretoma e do soro antiloxoscélico foram capazes de manter a
duracdo de P dentro da normalidade para a espécie. Com relagdo a amplitude de P, o uso do
secretoma como forma de tratamento do envenenamento ndo neutralizou a reducdo na

amplitude de P.

Quando a duragdo da onda P foi avaliada em cada grupo ao longo do tempo, ndo houve

diferenca significativa, como mostrado na figura 22. Ja na comparacao da amplitude da onda P
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(Figura 23), foi observada diferenca entre os individuos do grupo D. Observa-se uma redugao
progressiva da amplitude de P e o valor médio do grupo ficou abaixo da normalidade para a
espécie nos tempos 48h e 72h. Apds esse tempo, os valores retornaram para o intervalo de

referéncia.

Deve ser ressaltado que, as 72h, observam-se efeitos importantes do veneno, que
interferiram na duragdo e amplitude de P. O uso do secretoma e do soro antiloxoscélico
mantiveram a duragdo de P dentro da normalidade para a espécie. Com relagao a amplitude de
P, 0 uso do secretoma como forma de tratamento do envenenamento ndo neutralizou a sua

redugdo.

E denominado intervalo PQ o tempo entre o inicio da onda P e o inicio do complexo
QRS, refletindo a conducao intra-atrial e o retardo do impulso elétrico no NAV. Sua avaliagao
¢ relevante para diagndstico de anormalidades na conducdo intra-atrial e de patologias do NAV
(Toman et al., 2020). A figura 24 mostra a comparacdo deste intervalo entre os grupos
experimentais ao longo do tempo. Ja a figura 25 mostra o comportamento do intervalo PQ em

cada grupo experimental.

Embora tenha sido identificada diferenca entre os grupos B e E, no tempo 72h, os
valores do intervalo PQ se mantiveram dentro na normalidade para a espécie (Figura 24). Na
figura 25 ¢ possivel observar que o intervalo PQ tem redugdo progressiva até tempo 48h nos
grupos B e D. A partir do tempo 72h, os valores sobem e se estabilizam. Nos demais grupos, o
intervalo PQ se mantém praticamente constante. Tendo isso em vista, percebe-se um efeito do
veneno no intervalo PQ e este efeito ndo foi suplantado pelo tratamento com o secretoma. Ainda
que os valores tenham se mantido no intervalo de referéncia, suas oscilagdes podem ser

significativas quando se pensa num individuo envenenado, que pode ter esse parametro afetado.

A diferenca entre o grupo B e o grupo E no tempo 72h pode ser em decorréncia da
variacao de PQ no grupo envenenado, que reduziu ao longo do tempo, e que nao experimentou
mudangas no grupo desafiado com veneno e tratado com soro antiloxoscélico. Sendo assim,
supode-se que o soro mitigou os efeitos do veneno em relacdo ao intervalo PQ. J4 o tratamento
com secretoma intensificou tais efeitos, uma vez que as cobaias envenenadas e tratadas com
secretoma apresentaram reducdo progressiva de PQ, que perdurou no grupo até o tempo 14
dias. A¢ao do veneno, processo inflamatério e alteragdes na conducao causadas pelo secretoma

sdo as principais hipdteses para o observado.
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Figura 22. Valores médios da duracdo da onda P em cada grupo experimental durante o tempo de observagao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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Figura 23. Valores médios da amplitude da onda P em cada grupo experimental durante o tempo de observacao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; ** p<0,005.
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Figura 25. Valores médios da durag@o do intervalo PQ em cada grupo experimental durante o tempo de observagao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; *p <0,005; ****p < 0,001.
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Foi possivel perceber que o efeito do veneno ao longo do tempo reduziu o intervalo PQ
de significativamente. Sabe-se que a diminui¢do de PQ, também conhecida como pré-excitagao
ventricular, estd associada a maior ocorréncia de eventos arritmicos, uma vez que pode
acontecer conducdo anterdgrada rapida de taquiarritmias atriais por via acessoria, culminando
em fibrilagdo ventricular e morte subita (Cohen & Triedman, 2014). Diante disso, pode-se
chegar a conclusdo de que o envenenamento loxoscélico, ao longo do tempo, pode favorecer a

pré-excitagao ventricular e seus possiveis desfechos negativos.

O eixo do complexo QRS, também conhecido como eixo elétrico médio do coragao,
representa o sentido da despolarizagdo que ocorre nos ventriculos ao longo do ciclo cardiaco.
E um pardmetro de grande relevancia no ECG, uma vez que pode auxiliar na detecg¢do de

hipertrofia, distirbios de conducdo e a origem de arritmias (Dahl & Berg, 2020).

O eixo do complexo QRS foi calculado como proposto por Santilli et al. (2019):

2 x (QRSméx em aVF — QRSmin em avF)
V3 x (QRSméx em D1 — QRSmin em D1)

Eixo do QRS = Arcan X

QRSmax e QRSmin, na férmula, representam os valores maximo e minimo de

amplitude do complexo QRS nas derivacdes aVF e DI.

Os valores obtidos do eixo do QRS estdo na figura 26, mostrando a comparagdo entre

os grupos ao longo do tempo.

Nao foi observada diferenga entre os grupos, durante o tratamento e acompanhamento,
em relacdo ao eixo do QRS (Figura 26). Entretanto, quando foi avaliado o comportamento do
eixo em cada grupo (Figura 29), observou-se diferenca significativa no grupo que foi
envenenado e tratado com soro antiloxoscélico, entre TO e o tempo 30min, com aumento
significativo do valor do eixo, conforme mostrado na figura. Dessa forma, para um individuo
envenenado e tratado com soro antiloxoscélico, a mudanga no eixo cardiaco pode ser relevante.
A oscilagdao no eixo do QRS identificada no grupo E, de um valor médio de 14° para 40°,
demonstra um desvio a direita. Esse desvio ocorre principalmente por hipertrofia ventricular
direita (Dahl & Berg, 2020) e pode estar associado a baixa perfusdo coronariana (Wang et al.,
2018). O sinergismo entre veneno € soro ou a a¢do do soro pode ter sido responsavel pela

variacdo observada, uma vez que o veneno isoladamente ndo provocou tal altera¢do. A reagao



73

inflamatoéria causada por ambos ou em maior escala pelo soro sdo as principais hipoteses para
o resultado obtido. De qualquer maneira, foi uma reag¢do rapida, por ocorrer apds 30min de

envenenamento, € transitoria, uma vez que nao foi encontrada nos demais tempos estudados.

Nas figuras 27 e 28, estdo evidenciadas as variagdes na amplitude e na duracdao do

complexo QRS entre os diferentes grupos ao longo do experimento.

Nao houve diferenca entre os grupos experimentais em relagao a amplitude do complexo
QRS (Figura 27). Quando avaliado em cada grupo experimental (Figura 30), foram observadas
diferencas significativas. Entretanto, os valores se mantiveram dentro da normalidade para a
espécie. A amplitude do QRS pode variar ao longo da vida e sofre interferéncia de
caracteristicas individuais (Hannibal, 2014), o que também pode justificar os achados obtidos.
Além disso, de acordo com Detweiler (2010), a amplitude do QRS varia entre 0,82 e 2,63mV
em cobaias. Os valores obtidos ao longo do experimento foram compativeis com os encontrados
por Botelho et al. (2016) e foram inferiores a 0,8mV em praticamente todos os animais
estudados nos diferentes grupos. Isso sugere que pode existir uma variacdo maior desse

parametro na populacao geral.

O grupo B apresentou redu¢do da amplitude do QRS entre os tempos zero e 72h, o que
diferiu do grupo A. Sendo assim, pode ter havido um efeito do veneno neste parametro, mas

que nao foi suficiente para gerar variagdes muito expressivas nos valores obtidos.

A mudanga de amplitude registrada pode se dever a variagdes individuais dos animais
estudados, uma vez que a reducao de voltagem pode ser detectada, em menor proporcao, em
individuos saudaveis (Pelliccia et al., 2024). Ainda, situagdes de estresse, mais reconhecidas na
medicina como a sindrome de Takotsubo, podem ser responsdveis por atenuacdo do QRS
(Guerra et al., 2015). Embora as condi¢des de estresse sejam minimizadas, ndo deixam de
ocorrer totalmente durante a experimentacdo, o que pode ter afetado as cobaias. Também ¢
importante lembrar que o ambiente de laboratorio pode favorecer o desenvolvimento de
pneumonia intersticial em animais imunocompetentes (Yasuda et al., 2022). Doengas

respiratdrias podem afetar a dispersdo do estimulo elétrico cardiaco (Valentini et al., 2022).

A reducdo de amplitude do QRS no grupo B foi entre o TO e 72h, o que diferiu das
variagdes nos animais saudaveis, que foram nos tempos 48h e 7 dias em relagdo ao TO. Tal
diferen¢a pode sugerir um possivel efeito isolado do veneno, num mesmo individuo, capaz de
atenuar a voltagem do QRS. A¢do direta do veneno no miocardio, gerando inflamagado e edema

nas fibras, ¢ uma hipotese provavel. Pneumonia e efusdes também devem ser consideradas. O
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grupo D pode ter sofrido de efeitos do veneno e da agdo do secretoma, que pode modular a
resposta inflamatoria e interferir na condugao cardiaca, como j4 foi discutido. Foram observadas
lesdes cardiacas relevantes na histopatologia dos animais do grupo B, demonstrando que o
veneno danificou o tecido miocardio e deflagrar nele uma inflamagao. O secretoma, em menor
proporcao, causou danos ao tecido cardiaco, o que pode justificar seus efeitos nos grupos que

os receberam, que apresentaram arritmias e lesdes, mas em menor intensidade e quantidade.

Foram identificadas diferencas entre os grupos em relagdo a duracdo do QRS (figura
31). No grupo E, observou-se diferenca entre os TO e 48h. Contudo, trata-se de oscilagdes

pequenas e que nao desviaram dos valores estabelecidos para a espécie.

O aumento de duracdo do QRS se correlaciona com alteracdes na condugdo
intraventricular, indicando sobrecargas e/ou disturbios de condu¢do, comumente referidos
como bloqueios. Também se correlaciona com redugdo da fracdo de ejecdo, maior risco de
arritmias e maiores taxas de mortalidade (Guglin & Curtis, 2013). Ja a sua reducdo tem pouco
significado e se correlaciona com melhores desfechos clinicos (Borgquist et al., 2016; Berger

et al., 2023). Sendo assim, as variagdes observadas tém baixa relevancia.
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Figura 26. Valores médios do eixo do QRS nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de observagao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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Figura 28. Valores médios da duracdo do complexo QRS nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observagdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie. *p < 0,05.
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Figura 29. Valores médios do eixo do QRS em cada grupo experimental durante o tempo de observacdo. Linhas

pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p<0,05




77

Amplitude do QRS - Animais saudaveis

1.5+

0

>

E

054 ] f -

0.0 | 1 | 1 | 1 |

N I P

&t WA B ¥
P A% ,\b‘b

Amplitude do QRS - Salina 0,9% +Secretoma

1.5=

T O PP PRSPPI

=

E

0.5 -

0.0 1 1 1 I I 1 1
Q& S At P P

v » A N B

s° INIR S

Amplitude do QRS - Veneno + Soro

1.5=
QL0 e
>
E
0.0 I ...... I ...... I ....... e o I ...... I
A Q§¢ o b“b‘o 4\'{? &"0{9 6@?’
5 >

mV

mV

Amplitude do QRS - Veneno + Salina 0,9%

1.5

1.0

0.5+

0.0

Amplitude do QRS - Veneno + Secretoma

1.5=

104 * ..................................
1

0.5

0.0 1 1 1 ] ] ] 1

Figura 30. Valores médios da amplitude do QRS em cada grupo experimental durante o tempo de observagao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

*p < 0,05
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Figura 31. Valores médios da duragdo do QRS em cada grupo experimental durante o tempo de observagédo. Linhas
pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05.
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Por ultimo, foi feita avaliagdo do intervalo QTc e da FC das cobaias, nos diferentes
grupos, ao longo do experimento. O intervalo QT representa o tempo entre a despolarizagdo e
a repolarizagao ventricular. Seu prolongamento ou reducao se correlaciona com risco elevado
de arritmias graves e morte subita. O intervalo QT ¢ afetado por varios fatores, mas a FC ¢ o
mais importante deles. Existem diversas férmulas para calcular o intervalo QT corrigido (QTc),
ajustando o seu valor a FC. A aplicabilidade dessas formulas € controversa e, por vezes, ¢ dificil
determinar a mais adequada (Yu et al., 2022). De acordo com Botelho et al. (2016), a formula
de Van der Water (QTcV) ¢ a mais consistente para corre¢ao do intervalo em cobaias, com alto
valor de correlagdo (correlagdo de Pearson). Considerando isso, essa foi a formula utilizada,

descrita abaixo:

QTcV = QT — 0,087 X ( )

FC-1

Outros fatores capazes de prolongar ou reduzir o intervalo QT sdo as canalopatias
hereditarias (as quais sdo mutagdes genéticas), anormalidades de eletrolitos, uso de
medicamentos e anestésicos, isquemia, acidose, deficiéncias nutricionais, entre outros (Tse et

al., 2017).

Oscilagdes na FC sofrem influéncia de processos fisiologicos e patologicos. O controle
da FC ocorre por mecanismos intrinsecos, como a automaticidade e variagcdes na condug¢do
elétrica cardiaca; e por mecanismos extrinsecos que envolvem os efeitos do sistema nervoso
autdbnomo simpatico e parassimpatico, barorreceptores e quimiorreceptores (Armstrong et al.,
2022). Com relagdo a processos patoldgicos, IC, inflamagdes sist€émicas e infeccdes sdo

exemplos (Nanchen et al., 2013; Williams et al., 2019).

Os resultados da comparacao de QTc e FC, figuras 32 e 33, serdo discutidos em

conjunto, considerando a correlagao entre os dois parametros.

Ao comparar o grafico do intervalo QTc ao grafico da FC, observa-se que, mesmo
quando nao ha diferenga estatistica, as oscilagdes do QTc sdo inversamente proporcionais a FC
(Malik et al., 2002). Dessa forma, percebe-se a correlagdo entre os dados, justificando variagdes

entre os grupos.

O aumento de FC nos animais desafiados com veneno e tratados com salina 0,9% sugere
interferéncia do envenenamento nesse parametro, provavelmente por estresse organico e

exacerbacdo de resposta inflamatdria. Assim, ha um consequente impacto no QTc. Da mesma
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forma, valores inferiores de FC nos demais grupos certamente impactaram no seu intervalo
QTc. Ademais, efeitos do envenenamento capazes de gerar estresse organico, inflamagao,
interferir na permeabilidade e integridade vascular podem ter afetado de forma direta ou indireta

o intervalo QTc. Tal agao pode ter sido suplantada pelo uso do soro antiloxoscélico.

E importante ponderar que variacdes na FC e QTc, com ou sem diferencas estatisticas,
podem ser relevantes quando se pensa do ponto de vista clinico, em que pequenas mudangas

podem ser significativas para um individuo e ndo serem para outro.

Quando realizada a comparaciao do QTc em cada grupo experimental (figura 34), houve
diferen¢a no grupo E entre os TO e 48h. De toda maneira, a variacao foi pequena e se manteve
dentro da normalidade para a espécie. A comparacdo da FC em cada grupo experimental (figura
35) mostrou resultados significativos em B e E. Em ambos, a FC aumentou significativamente
do TO ao tempo 14 dias, influenciando o QTc. No grupo E, as variagdes podem ser decorrentes

da FC ou de ag¢ao isolada do veneno, soro ou de ambos.

E importante mencionar que o pH e os eletrdlitos das cobaias ndo foram avaliados

durante o experimento. Logo, a influéncia desses fatores no QTc e FC nao foi considerada.

Por tultimo, foi realizada avaliacdo da amplitude da onda T, que corresponde a fase
rapida da repolarizagao ventricular (Hanna & Glancy, 2011). Nao foram observadas diferencas
entre os grupos (Figura 36) ou entre individuos de um mesmo grupo neste pardmetro (Figura

37).
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Figura 32. Valores médios da duragdo do intervalo QTc nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observagdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; **p < 0,005.
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Figura 33. Valores médios da FC nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de observagdo. Linhas
pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; **p < 0,005.
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Figura 34. Valores médios da duragdo do intervalo QTc em cada grupo experimental durante o tempo de
observacdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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p <0,05
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Figura 35. Valores médios da FC em cada grupo experimental durante o tempo de observagdo. Linhas pretas

pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; **p <0,005; ***p < 0,003.
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Figura 36. Valores médios da amplitude da onda T nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observacdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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Figura 37. Valores médios da variagdo na amplitude da onda T em cada grupo experimental durante o tempo de
observagdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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Além dos parametros relatados acima, observa-se no Quadro 6 as alteragdes de ritmo

registradas nos diferentes grupos durante o experimento.

Quadro 6. Alteragoes eletrocardiograficas identificadas nos diferentes grupos ao longo do

experimento
GRUPO 30min 24h 48h 72h 7 dias 14 dias
Salina 0,9% + | Sem Sem Sem Sem Sem Sem
salina 0,9% alteragcdes | alteracdes | alteracdes | alteracdes | alteracdes | alteragdes
(controle
negativo)
Veneno + EAs EAs EAs EAs EAs EAs
Salina 0,9% isoladas, isoladas, isoladas, isoladas, isoladas, isoladas,
dissociagdo | dissociagdo | ritmo batimentos | batimentos | batimentos
(controle AV, pré- AV, pré- juncional, | juncionais, | juncionais, | juncionais,
positivo) excitagdo excitagdo EV em par, | dissociacdo | dissociagdo | dissocia¢do
ventricular, | ventricular, | salva de AV, pré- AV, pré- AV, pré-
batimentos | batimentos | TAt, excitagao excitagao excitagao
juncionais, | juncionais, | condugdo | ventricular, | ventricular, | ventricular,
salva de aberrante salva de salva de salva de
TAt, EV TAt TAt TAt, BAV
isolada, 2° grau
condug¢do
aberrante
Salina 0,9% + | TS, EAs TS, Batimentos | Batimentos | Batimentos | EAs
Secretoma isoladas, Batimentos | juncionais | juncionais | juncionais | isoladas,
batimentos | juncionais, batimentos
juncionais | EAs juncionais
isoladas,
salva de
TAt, salva
de TV
Veneno + EAs EAs EAs Batimentos | Batimentos | Sem
secretoma isoladas, isoladas, isoladas juncionais | juncionais | altera¢des
batimentos | batimentos
juncionais | juncionais
Veneno + soro | EAs Sem EAs EAs Sem Sem
antiloxoscélico | isoladas alteragdes | isoladas isoladas alteragOes | alteracdes

BAV: Bloqueio atrioventricular. EA: Extrassistole atrial. EV: Extrassistole ventricular. TAt: Taquicardia atrial.
TS:Taquicardia sinusal. TV: Taquicardia ventricular.

Os animais saudéveis mantiveram ritmo sinusal ao longo de todo o estudo, conforme se

observa na figura 38.
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Figura 38. Tracado eletrocardiografico de cobaia higida mostrando ritmo sinusal. Derivagdo D2 a 50mm/s e
sensibilidade N.

Considerando o exposto na tabela, percebe-se que os grupos com mais alteracdes de

ritmo foram o B e o grupo C.

Em algumas cobaias, houve reducao da quantidade e frequéncia dos eventos arritmicos
ao longo do experimento. Em outros, ndo. Nos animais desafiados com veneno e tratados com
salina 0,9%, as alteragdes estiveram presentes até o ultimo dia de avaliagdo. Abaixo, estdo
imagens dos eventos eletrocardiograficos registrados e descritos no quadro (da figura 39 até a

figura 42):

S 1 13, 5O 0 [ 2 9

Figura 39. Tracado eletrocardiografico de cobaia do grupo B (veneno + salina 0,9%) mostrando uma taquicardia
sinusal. Deriva¢do D2 a 50mm/s e sensibilidade N.

Figura 40. Tragado eletrocardiografico de cobaia do grupo B (veneno + salina 0,9%) evidenciando extrassistoles
ventriculares (setas pretas). Derivagdo D2 a 50mm/s e sensibilidade N.
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Figura 41. Tragado eletrocardiografico de cobaia do grupo B (veneno + salina 0,9%) mostrando uma taquicardia
atrial. Derivacdo D2 a 50mm/s e sensibilidade N.

AL AL

Figura 42. Tragado eletrocardiografico de cobaia do grupo B (veneno + salina 0,9%), no qual se observa ritmo
juncional, caracterizado por ondas P negativas. Observa-se também uma onda P com morfologia diferente das
demais e muito proxima ao complexo QRS, podendo se tratar de dissociacdo AV (seta azul). Derivagdo D2 a
50mm/s e sensibilidade N

O grupo C apresentou arritmias e distirbios de condugdo, porém em quantidade e
frequéncia inferiores ao grupo B. Nas figuras abaixo estdo as modifica¢des identificadas no

ECG do grupo secretoma (figuras 43 e 44).

MBOREREE SER R R

Figura 43. Tragado de cobaia do grupo C (salina 0,9% + secretoma), evidenciando extrassistoles atriais (setas
pretas). Derivagdo D2 a 50mm/s e sensibilidade N.

I R T

Figura 44. Tragado de cobaia do grupo C (salina 0,9% + secretoma) evidenciando batimentos juncionais. A seta
preta aponta a auséncia de onda P. A seta azul aponta uma onda P negativa. Ambas as ondas caracterizam
batimentos juncionais. Derivagdo D2 a S0mm/s.
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O grupo desafiado com veneno e tratado com secretoma (grupo D) também apresentou
modificacdes eletrocardiograficas (Figura 45). Entretanto, estas foram em menor propor¢ao
quando comparadas aos animais envenenados e tratados com soluc¢do salina 0,9% (grupo B).
Isso ¢ um indicativo de efeito positivo do secretoma nos individuos envenenados, uma vez que
foram identificadas menos arritmias do que nas cobaias que ndo receberam tratamento. Na

figura abaixo, ¢ possivel observar um ritmo juncional, registrado em cobaia do grupo D.

i W s Y

Figura 45. Tracado de cobaia do grupo D (veneno + secretoma) evidenciando batimentos juncionais (entre
colchetes). Os trés batimentos seguidos caracterizam um ritmo juncional. Derivacdo D2 a 50mm/s e sensibilidade
N.

O grupo desafiado com o veneno e tratado com o soro antiloxoscélico (grupo E) foi o
que teve ECG mais semelhante ao dos animais saudaveis. Foram registradas poucas alteragdes,
com baixa frequéncia e intensidade. Tal resultado demonstra que o soro neutralizou os efeitos

do veneno loxoscélico no coragao das cobaias.

De acordo com Swanson e Vetter (2006), os efeitos do envenenamento ocorrem cerca
de duas a oito horas ap6s a picada. O desenvolvimento de sinais sistémicos, se ocorrer, também
se d4& apds poucas horas. Dessa forma, compreende-se que os principais sinais do
envenenamento sdo agudos e de grande relevancia nas primeiras horas e dias apds o
acometimento, indicando maior importancia e intensidade nos momentos iniciais. Dias-Lopes
etal. (2010) avaliaram a distribuicdo do veneno de L. intermedia, apds sua aplicagdo subcutinea
em camundongos, em diferentes tecidos. Foi realizada identificagdo de antigenos no tecido
cardiaco 10 minutos apds a administracdo. A concentracdo de veneno atingiu seu pico neste
orgao em 15 minutos. Considerando o exposto, hd uma cinética rapida de distribuicdo. Embora
se trate de uma espécie e dose diferentes, nossos achados parecem corroborar o descrito, uma

vez que 30 minutos apos o envenenamento foram identificadas alteracdes eletrocardiograficas.
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5.3.Hematologia e bioquimica plasmatica

As andlises hematologicas realizadas foram: numero total de eritrécitos (ERI),
concentragdo de hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), leucécitos totais (LEU totais),
heteroéfilos (HET), linfocitos (LINF), monocitos (MON), eosinofilos (EOS) e plaquetas (PLT).
Os resultados da série vermelha serdo apresentados e discutidos em conjunto, uma vez que sao
parametros que se correlacionam.

Os exames bioquimicos foram efetuados com o plasma obtido ap6s a centrifugagao das
amostras em EDTA. Foram avaliados CK-MB, cTnl e o NTPr6-BNP.

Para discussao dos resultados, além das comparagdes entre antes e depois dos grupos e
dos individuos, também serdo considerados os valores de referéncia da espécie, descritos no

quadro 7:

Quadro 7. Valores de referéncia de parametros hematolédgicos e bioquimicos de cobaias

PARAMETRO VALOR DE REFERENCIA
ERI (x 10%/uL) 4,36 — 6,84
Hb (g/dL) 11,6 17,2
Ht (%) 3747
VCM (fL) 71 -83
CHCM (%) 29,7 -38,9
PLT (x 10%/uL) 260 — 740
LEU totais (x 10°/uL) 55-175
HET (%) 28 — 56
LINF (%) 40 — 62,5
MON (%) 3,3-5,3
EOS (%) 1-7
RDW-SD Nao descrito na literatura
CK-MB (U/L) 29 — 422,68
Troponina I (ng/mL) 0,2-12,5

Fontes: Zimmerman et al., 2015; Botelho et al., 2016; Life diagnostics, 2022.
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5.3.1. Exames hematologicos

As figuras 46 e 47 mostram a contagem de ERI entre os diferentes grupos experimentais

€ num mesmo grupo, respectivamente.
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Figura 46. Valores médios do numero total de ERI nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observagdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p < 0,05; **p < 0,005.

Foram registradas diferengas significativas (p <0,05) nos tempos 48h e 72h. O grupo B
teve valor superior ao grupo D na contagem total de ERI no tempo 48h. Tal diferenga continuou
a ser observada entre os grupos, no tempo 72h, com maior grau de significancia (p < 0,005). O
grupo B teve contagem de ERI no limite superior da referéncia da espécie no tempo 48h,
indicando uma elevacao real do parametro neste grupo.

Quando avaliado o comportamento do nimero de ERI em cada grupo, foram observadas
diferencas estatisticas entre os individuos dos grupos C, D e E. No grupo C, houve reducao na
contagem de ERI nos tempos 72h e 7 dias quando comparados ao TO. No desafiado com veneno
e tratado com secretoma, houve reducdo significativa na contagem de ERI entre os TO e 72h.

Ja no grupo E, o nimero total de ERI foi menor nos tempos 72h e 7 dias em relacdo ao TO.
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Figura 47. Valores médios do numero total de ERI em cada grupo experimental durante o tempo de observacao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; **p <0,005.

O envenenamento loxoscélico pode ocasionar anemia hemolitica, interferéncia nas PLT

e coagulacdo intravascular disseminada (CID). Os principais achados laboratoriais relacionados
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a esse quadro s3o reducdo na concentragdo de ERI e indicadores de lise celular, assim como
trombocitopenia (Futrell, 1992).

Ao analisar a figura 47, ¢ possivel observar que, embora sem diferenca significativa
(p>0,05), houve um aumento da contagem de ERI no grupo B as 48h em relagdo ao seu TO. A
contagem retorna a valores semelhantes aos do TO as 72h ap6s o envenenamento. Ja o grupo D
apresentou uma reducdo significativa (p<0,05) na sua contagem de ERI no tempo 72h em
relagdo ao TO, que ficou abaixo da referéncia da espécie no tempo 72h, indicando uma possivel
implicagdo clinica. Os achados especificos do grupo B, no que diz respeito aos ERI, ndo
indicam a ocorréncia de quadro hemolitico e diferem do esperado, uma vez que o nimero total
de ERI aumentou. Tal observagdo pode se tratar de uma eritrocitose relativa, ou seja, elevagao
na contagem de células vermelhas por diminui¢do do volume plasmatico, provavelmente por
desidratacao (Mithoowani et al., 2020). Fernandes (2024), ao testar diferentes doses de veneno
loxoscélico em cobaias e avaliar seus efeitos hematoldgicos, encontrou eritrocitose em alguns
dos animais envenenados e também associou seu resultado a um quadro de desidratagdo. Ja o
registrado no grupo D pode ter sofrido interferéncias de agdo do veneno, do secretoma ou do
sinergismo entre ambos, o que acentuou a diferenca em relagdo ao grupo B.

Como ndo foi identificada alteragdo significativa entre os animais saudaveis e os
desafiados com veneno e tratados com solucao salina 0,9%, infere-se que a dose de veneno
aplicada nao foi suficiente para causar hemolise. Dessa forma, as variagdoes observadas
provavelmente sdo fruto de um quadro de desidratacdo e de efeitos do secretoma (ou seu
sinergismo com o veneno) em diminuir o nimero total de ERI. O grupo tratado apenas com
secretoma apresentou reducao de ERI nos tempos 72h e 7 dias em relagdo ao T0. Esse resultado
indica efeito direto do secretoma nas células sanguineas. O grupo desafiado com veneno e
tratado com soro também apresentou redu¢do no nimero de ERI nos tempos 72h e 7 dias em
relacdo ao TO, sendo essa mais acentuada as 72h. As variagcdes observadas no grupo D,
provavelmente, se devem a acdo exclusiva do secretoma, uma vez que o veneno isoladamente
nao mostrou tal efeito nos individuos do grupo B.

Por fim, a menor concentracdo de ERI nos individuos do grupo E (veneno + soro
antiloxoscélico) pode se dever ao fato de que o soro ¢ composto por proteinas heterdlogas, que
podem, em maior ou menor escala, acarretar efeitos colaterais aos individuos que o recebem.

Embora tenham sido identificadas diferencas relevantes entre os grupos e entre
individuos de um mesmo grupo, a contagem de ERI se manteve nos valores de referéncia da

espécie. Somente o grupo B (veneno + solucdo salina 0,9%), que no tempo 48h, apresentou um
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valor médio acima da referéncia e, o grupo D (veneno + secretoma), que apresentou valor médio
abaixo da referéncia no tempo 72h.
A figura 48 mostra as diferengas entre os grupos ao longo do experimento com relagao

a concentracao de Hb.
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Figura 48. Valores médios da concentragdo de Hb nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observagdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; **p <0,005.

\

Apesar das diferengas registradas em relacdo a concentracdo de Hb, os valores se
mantiveram dentro da normalidade para a espécie, com excecdo do grupo D, que teve valor
médio no limite inferior do intervalo de referéncia, indicando efeito mais pronunciado nesses
animais. Embora o veneno isoladamente nao tenha reduzido a concentracdo de Hb, 0 mesmo
também nao ocorreu no grupo C. Dessa forma, ¢ provavel que tenha havido um sinergismo
entre veneno e secretoma, afetando a Hb. Sendo assim, ndo ¢ possivel excluir que a reducao de
ERI também pode ter sido resultado do sinergismo entre o veneno € o secretoma.

Na figura 49, ¢ possivel ver como foi o comportamento da Hb em cada grupo
experimental. Houve redugao significativa na concentragdo de Hb nos individuos dos grupos C
e D. As variagdes reforcam o possivel efeito do secretoma nas células vermelhas, afetando a

concentracdo de Hb por consequéncia.
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As oscilagdes na concentracdo de Hb seguem padrdo semelhante ao observado na
contagem de ERI. Por se tratar de uma proteina presente nos ERI, seus niveis variam juntamente
com mudancgas no nimero dessas células. Sua redugao esta associada a quadros anémicos. Ja o
seu aumento pode ocorrer em funcdo de policitemia vera, desidratagdo, hipoxemia crdnica,
entre outros (Subba & Kumar, 2024). No tempo 72h, a maior concentracdo de Hb no grupo B
em relagdo aos grupos D e E se associa com o aumento e redu¢do da massa eritrocitaria nesses

grupos, respectivamente.
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Figura 49. Valores médios da concentragdo de Hb em cada grupo experimental durante o tempo de observacao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

*p < 0,05.
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Figura 50. Valores médios do Ht nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de observagao. Linhas pretas
pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p < 0,05.

No que se refere ao Ht, ¢ possivel ver na figura 50 a variagdo desse parametro entre os
grupos durante o periodo de experimentagdo. Apenas o grupo D apresentou um valor médio de
Ht inferior ao estabelecido para a espécie, no tempo 72h, semelhante ao que ocorreu com os
ERI e a Hb, indicando que esses animais apresentaram um discreto quadro anémico.

O Ht ¢ uma forma de mensurar o volume de ERI no volume total de sangue, sendo
expresso em porcentagem. E uma medida que auxilia na identificagio de anemia ou policitemia.
Seus niveis variam de acordo com a quantidade de ERI presentes na corrente sanguinea, bem
como sao afetados por hemoconcentragdo ou hemodilui¢do (Mondal & Budh, 2020).

O Ht inferior ao de animais saudaveis no grupo desafiado com veneno e tratado com
secretoma (grupo D), no tempo 72h, correlaciona-se com a diminui¢ao do numero total de ERI,
sugerindo uma causa em comum para o observado. A¢des do veneno e secretoma, de forma
sinérgica ou ndo, levaram a valores menores de ERI, afetando os demais pardmetros
dependentes deste. Na figura 51, observa-se a oscilagdo do Ht em cada grupo experimental.
Houve redugado nos grupos C e D. As variagdes identificadas entre os individuos dos grupos C
e D corroboram essa hipotese. Entretanto, somente o grupo D apresentou Ht abaixo da
normalidade para a espécie.

O VCM ¢ uma medida do tamanho dos eritrocitos. E utilizado na classificacio de

anemias, que podem ser normociticas (eritrocitos com tamanho normal), macrociticas
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(eritrocitos com tamanho acima do normal) ou microciticas (eritrdcitos com tamanho abaixo do
normal), indicando presenga ou auséncia de resposta medular e auxiliando na elucidagio da
causa primaria (Yavorkovsky, 2021). As anemias regenerativas sao aquelas nas quais o
organismo consegue responder proporcionalmente a reducdo da massa eritrocitaria,
aumentando a produ¢ao medular de células vermelhas. Isso culmina na liberagdo de eritrocitos
jovens na corrente sanguinea, como os reticulocitos e células policromatofilicas, que sdo
maiores que as células vermelhas maduras. S6 ocorrem em casos de hemolise intravascular ou
extravascular e em hemorragias (Tyler & Cowell, 1996).

E possivel observar o comportamento do VCM entre os diferentes grupos experimentais
na figura 52. Foram observadas diferengas no tempo 7 dias, mas os valores encontrados estavam
no intervalo de referéncia da espécie. O grupo D teve um valor médio de VCM no limite
superior da normalidade.

Na figura 53, observa-se a variagdo do VCM em cada grupo experimental. Apenas os
animais desafiados com solucdo salina 0,9% e tratados com secretoma (grupo C) tiveram
diferengas significativas, com o valor mais elevado de VCM no tempo 7 dias, indicando

regeneragdo nos individuos que tiveram anemia.
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Figura 51. Valores médios do Ht em cada grupo experimental durante o tempo de observagdo. Linhas pretas

pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05.
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Figura 52. Valores médios do VCM nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de observagdo. Linhas
pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05.

Na figura 54, esta representado o CHCM entre os diferentes grupos durante o periodo
de avaliacdo. Ja na figura 55, observa-se a variagdo desse indice em cada grupo experimental.

O CHCM representa a quantidade de Hb presente nos ERI por unidade de volume. Em
conjunto com o VCM, ¢ utilizado na classificacdo de anemias. Além da avaliagao do tamanho,
conforme explicado, as anemias podem ser normocromicas ou hipocrdmicas, ou seja, com
contetdo normal ou reduzido de Hb nos eritrocitos. A hipocromica € observada quando os ERI
possuem um volume maior e ainda nao completaram sua saturacdo com a Hb, o que reduz o
CHCM (Stockham & Scott, 2008).

Apesar das diferengas estatisticas identificadas, os valores de CHCM se mantiveram
dentro do esperado para a espécie, indicando baixa relevancia desses achados.

Analisando o comportamento do CHCM no grupo E, percebe-se que houve reducio
progressiva desse indice ao longo dos 14 dias do estudo, assim como ocorreu com os ERI, Hb
e Ht. Esses valores se mantiveram no intervalo de referéncia da espécie. Todavia, tais oscilagdes
podem ser relevantes para um individuo, quando se pensa que o impacto clinico ¢ variavel de
um animal para outro. As variagdes no grupo B foram menores e se mantiveram no estabelecido

para a espécie, 0 que sugere que, nesses animais, a oscilagdo do CHCM nao foi tao relevante.
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Figura 53. Valores médios do VCM em cada grupo experimental durante o tempo de observagdo. Linhas pretas
pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; **p < 0,005.
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Figura 54. Valores médios do CHCM nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de observagdo. Linhas
pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p < 0,05

Efeitos do envenenamento loxoscélico nos ERI podem gerar anemia hemolitica e
trombocitopenia (Gremski et al., 2022). Tais ocorréncias contribuem para risco aumentado de
CID, microtrombos e dano vascular, gerando desdobramentos na vascularizagdo dos 6rgaos
(Cappellini, 2007). A isquemia miocardica causa danos celulares estruturais e instabilidade
elétrica (Kingma et al., 2023), o que pode ter afetado o ECG das cobaias. Ha pouca informagao
na literatura sobre a a¢do direta do secretoma nos ERI. Trabalhos demonstram que seu uso pode
aumentar a densidade sanguinea em cenarios de isquemia miocardica (He et al., 2023; Guan et
al., 2025a). Existem relatos sobre a a¢do deletéria do secretoma nos ERI (Soni et al., 2016).
Sipos e Miizes (2021) relatam que a pro-coagulagdo pode ser um dos seus efeitos colaterais. De
acordo com Rahimi et al. (2021), h4 produgdo de espécies reativas de oxigénio durante o
processo de isolamento, cultura celular e transplante das células-tronco mesenquimais, levando
a liberagdo de radicais livres, culminando em morte celular, apoptose e limitagdo da capacidade
terapéutica. Sendo assim, ¢ possivel inferir que os fatores soliiveis na corrente sanguinea podem
gerar impacto negativo aos ERI por dano oxidativo, corroborando com os achados obtidos nos

animais do grupo C. Tal agdo foi observada de forma mais intensa no grupo D, indicando que
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seu uso pode ter intensificado efeitos do veneno, uma vez que esse grupo apresentou um quadro

anémico.
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Figura 55. Valores médios do CHCM em cada grupo experimental durante o tempo de observagao. Linhas pretas
pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

*p <0,05; **p <

0,005.
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Figura 56. Valores médios do RDW-CV nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de observagao.
*p <0,05; ***p <0,003.

Na figura 56, estdo registradas as variagdes do RDW-CV. O RDW ¢ uma medida da
amplitude de distribuigdo eritrocitaria (do inglés, red blood cell distribution width). Variagdes
no tamanho dos eritrocitos também sdo conhecidas como anisocitose. A sigla RDW-CV diz
respeito ao coeficiente de variagdo dessa amplitude, ou seja, como oscila o volume dos ERI em
relagdo a0 VCM (Caporal & Comar, 2013). E um pardmetro apresentado no hemograma pela
maior parte dos laboratorios e € muito utilizado no diagndstico de patologias hematoldgicas em
humanos, com padrdes estabelecidos para doencas especificas (Chen et al., 2023). Seu uso
ainda nao ¢ difundido na medicina veterinaria. Portanto, ndo foram encontrados valores de
referéncia deste parametro para a espécie Cavia porcellus. No tempo 7 dias, foram identificadas
diferencas significativas entre os grupos. O RDW-CV foi menor no grupo B quando comparado
ao grupo D. Com maior grau de significancia, o valor de RDW-CV foi superior no grupo D em
relacdo ao grupo C.

Abaixo, na figura 57, estdo as variacdes do RDW-CV entre individuos de um mesmo
grupo.

Os resultados obtidos corroboram os achados da massa eritrocitaria, Hb, Ht e VCM ja
mencionados. O maior valor de RDW-CV no grupo D, no tempo 7 dias, indica a anisocitose e
regeneragao nesses animais. O grupo E, embora com menor variacao, teve reducao dos indices

da série vermelha, justificando o valor de RDW-CV maior no tempo 7 dias.
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O grupo C (solugdo salina 0,9% + secretoma) apresentou o pico de RDW-CV aos 14
dias, diferindo dos demais. Efeitos do veneno podem ter contribuido para o resultado
semelhante entre os grupos D e E, que pode ter acelerado a resposta medular. O secretoma
isoladamente parece ter apresentado resposta mais lenta.

De acordo com Vetter (2013), se ha ocorréncia de sinais sist€émicos de loxoscelismo, é
importante haver um reconhecimento rapido do quadro, pois 0 mesmo pode ser fatal em 12 a
30h apods o envenenamento. O autor também relata que, se nao ocorrer hemolise em até 96h, ¢
pouco provavel que aconteca depois disso € que a anemia hemolitica costuma durar de 4 a 7
dias. Os achados hematoldgicos corroboram as observacgdes do autor, uma vez que os animais
tiveram pico de resposta no tempo 7 dias.

Na figura 58 observa-se a variagdo na contagem de plaquetas (PLT) nos diferentes
grupos experimentais. Houve variagdo significativa na contagem de PLT nos tempos 48h, 72h
e 7 dias. Apenas o grupo desafiado com veneno e tratado com salina 0,9% (grupo B) apresentou
contagem de PLT inferior ao normal para a espécie e teve recuperagao no tempo 7 dias.

Na figura 59, os graficos demonstram a contagem de PLT em cada grupo experimental.
A diminui¢do no numero de PLT, conhecida como trombocitopenia, detectada no grupo B,
condiz com o esperado em relagdo a esse parametro no loxoscelismo. Em relacdo aos demais
grupos, a proximidade entre as coletas sanguineas, especialmente nos primeiros dias apos o
envenenamento, pode ter afetado os parametros hematologicos devido a perda de sangue no
momento da coleta. Também pode explicar o porqué da elevagdo de alguns parametros
hematimétricos nos tempos 7 e 14 dias, por haver mais tempo entre as coletas, acarretando
menos efeitos deletérios na contagem das células periféricas. Contudo, os grupos D e E, que
também receberam veneno, podem ter registrado variagdes nas contagens de PLT devido ao
envenenamento. O grupo D ndo apresentou queda de PLT como o grupo B, indicando um
possivel efeito benéfico do secretoma nesse aspecto.

Ao observar o comportamento do grupo C, € possivel perceber que ndo houve variagao
significativa com relagdo ao niimero de PLT. Sendo assim, o valor mais elevado deste grupo em
relagdo ao grupo B nos tempos 48h e 72h pode ser atribuido a diminuigao significativa desse
parametro nos individuos envenenados, o que aumentou a diferenga entre os grupos. Como nao
houve variagdo entre o grupo desafiado com solugdo salina 0,9% e tratado com secretoma e
animais saudaveis, no grupo C, ¢ dificil atribuir a ele um efeito direto nas PLT, levando a uma
elevagdo na sua contagem. Entretanto, da mesma forma que o grupo E, o grupo D também teve
contagem de PLT superior a do grupo B, o que sugere que o secretoma pode ter evitado a

trombocitopenia ocasionada pelo veneno.
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Nos primeiros 10 minutos ap6s o envenenamento, ha dano do endotélio de capilares,
liberando mediadores quimicos que desencadeiam véarios eventos, como a agregagao
plaquetaria para reparo do dano vascular (Vetter, 2013). Da Silva et al. (2003), ao analisar
alteragdes hematoldgicas no sangue periférico ¢ na medula 6ssea de coelhos submetidos ao
envenenamento experimental, observaram trombocitopenia no sangue periférico, que se
correlacionou com depressdo de megacariocitos (tipo celular precursor de PLT) na medula
Ossea. A trombocitopenia ¢ depressao medular foram detectadas a partir de 4h apds o
envenenamento e apresentaram recuperagao a partir de 24h e 48h apds envenenamento. Tavares
et al. (2004), também utilizando coelhos no envenenamento experimental, observaram redug¢ao
de PLT 3h apos a aplicag@o do veneno, com recuperacao as 72h e aumento na contagem de PLT
(trombocitose) 120h depois. As cobaias também apresentaram trombocitopenia nos momentos
iniciais apds o envenenamento e a maioria dos grupos tinha contagem de PLT proximas as do
tempo zero no tempo 72h, com exce¢do dos animais envenenados e tratados com secretoma.
Igualmente, foi identificada trombocitose nos grupos B, D ¢ E no tempo 7 dias.

Nos trabalhos de Da Silva et al. (2003) e Tavares et al. (2004), que foram realizados
com coelhos, ndo foi observada anemia hemolitica ou alteracdo na contagem de ERI, Ht e Hb.
Quadro hemolitico ja foi bem estabelecido em camundongos (Tambourgi et al., 1998), humanos
(Jacobs et al., 2022) e cobaias (Fernandes, 2024), sugerindo diferencas entre as espécies.

De Almeida (2022), ao analisar a medula 6ssea de coelhos desafiados com solucdo
salina e tratados com secretoma por via ID, ndo observou alteracdes medulares significativas,
indicando que ndo haver efeito direto do secretoma na medula 6ssea e, consequentemente, nas
c¢lulas sanguineas periféricas. Coelhos desafiados com veneno de L. intermedia e tratados com
secretoma por via ID também nao apresentaram alteragdes medulares relevantes. Sendo assim,
embora ndo seja observado um efeito isolado do secretoma, sua aplicagdo em individuos
envenenados parece deixar a medula mais proxima do seu normal, sendo favoravel na
recuperagdo de alguns parametros hematoldgicos. Contudo, trata-se de espécie, dose e via de

aplicagdo diferentes.

Hé correlagdo entre o secretoma de neutrofilos e a ocorréncia de trombose por mediacao
inflamatoéria (Blanch-Ruiz et al., 2021). Entretanto, trata-se de um tipo diferente de secretoma,

liberado pelos neutréfilos em condigdes fisiologicas e patologicas, inviabilizando comparagoes.
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Figura 57. Valores médios de RDW-CV em cada grupo experimental durante o tempo de observagao.

*p <0,05; **p < 0,005; ***p <0,003; p< 0,001.
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Figura 58. Valores médios da contagem de PLT nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observacdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; ***p < 0,005.

A figura 60 mostra a variagdo na contagem de LEU totais entre os diferentes grupos. Ja
na figura 61, observa-se a variagdo dos LEU totais ao longo do tempo em cada grupo
experimental.

Entre os grupos, foram observadas diferencas significativas nos TO, 72h e 14 dias.
Contudo, apenas o grupo D apresentou contagem de LEU totais inferior a referéncia da espécie,
no tempo 14 dias.

Nos tempos, houve diferencga nos grupos B, C e D. Nos animais desafiados com veneno
e tratados com salina 0,9%, a contagem de LEU totais foi maior no tempo 48h em relagao ao
TO e menor ao tempo 72h. No grupo C, a contagem de LEU totais foi significativamente menor
nos tempos 48h e 14 dias em relagdo ao TO. No grupo D, o nlimero de LEU totais foi menor no
tempo 14 dias em relagdo aos demais tempos.

Foi possivel observar que, no tempo 72h, as contagens de LEU nos grupos B ¢ D
apresentaram valores muito proximos. Isso mostra que o uso do secretoma como forma de
tratamento do envenenamento loxoscélico ndo evitou a redugao do nimero de LEU, que ocorreu

semelhantemente a dos animais envenenados e tratados com soluc¢ao salina 0,9%.



110

400

Milhares/uL

200+

800

600 -

PLT - Animais saudaveis

800 =

600

400+

MilharesfulL

200+

T T T T
T0 48h 72h 7 dias 14 dias

PLT - Salina 0,9% + Secretoma

1000 -

800

600

Milhares/uL

400+

200+

T T T T
T0 48h 72h 7 dias 14 dias

PLT - Veneno + Soro

T T T T
T0 48h 72h 7 dias 14 dias

Milhares/uL

Milhares/uL

1000 -

800+

600 =

400

200+

PLT - Veneno + Salina 0,9%

800 =

[=2]

[=]

[=]
L

E-

[=]

o
1

N

[=}

o
1

T T T T T
TO 48h 72h T dias 14 dias

PLT - Veneno + Secretoma

T
TO 48h 72h 7 dias 14 dias

Figura 59. Valores médios da contagem de PLT em cada grupo experimental durante o tempo de observacao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

*p < 0,05.
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Figura 60. Valores médios da contagem de LEU totais nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observagdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
*p <0,05; **p < 0,003.

Ainda, a redugdo significativa de LEU no grupo C pode indicar uma possivel agdo do
secretoma na reducao do numero de células de defesa. A contagem de LEU no tempo 14 dias
foi inferior a do TO, o que pode sugerir uma duragdo prolongada do seu efeito anti-inflamatorio.

Aos 14 dias, o grupo B teve contagem de LEU totais superior a dos grupos C e D,
sugerindo uma melhor recuperagao dos animais envenenados e tratados com salina a 0,9% no
que diz respeito a esse parametro.

O secretoma parece ter exercido um efeito imunossupressor, levando a diminui¢dao dos
LEU totais nos grupos que o receberam, tendo comportamento pior que o grupo B em relagao
a essas células. A diferenga significativa entre os grupos C e D, no tempo 14 dias, mostra que a
associacdo entre ambos exerceu efeito deletério na contagem de LEU.

Na figura 62 estdo descritas as diferencas entre os grupos em relacdo a contagem de
HET. Ja na figura 63, se observam as variagdes na contagem de HET ao longo do tempo.

E possivel observar diferenca na contagem de HET apenas no tempo 7 dias, em que o
grupo E apresentou niimero de HET significativamente maior que o grupo D (veneno +
secretoma). Na comparacao dos grupos nos diferentes tempos, ndo foram encontradas variagdes

significativas.
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Figura 61. Valores médios da contagem de LEU totais em cada grupo experimental durante o tempo de observacao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

*p < 0,05; **p < 0,003; ****p < 0,001.
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Figura 62. Valores médios da contagem de HET nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observacdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie
*

p <0,05.

Os HET sao um tipo de célula de defesa presente na corrente sanguinea de cobaias e
equivalem aos neutrofilos presentes em outras espécies. No leucograma de cobaias saudaveis,
a contagem de LINF ¢ superior a de HET, sendo este o padrdao de normalidade dessa espécie
(Siegel & Walton, 2020).

Observa-se que o numero de HET se manteve constante no grupo A (salina 0,9% + salina
0,9%) e sofreu oscilagdes nos demais grupos. Ao avaliar o leucograma completo dos animais
do estudo, foi observada uma quantidade maior de HET no sangue periférico do que de LINF,
caracterizando uma resposta inflamatoria.

A diferencga registrada no tempo 7 dias se correlaciona com as variagdes na contagem
de LEU, que apresentou reduciao mais acentuada no grupo D do que no grupo E. Como os HET
foram os LEU em maior quantidade, tal observagao era esperada e condiz com os demais dados
obtidos.

Ressalta-se que uma resposta inflamatoria foi deflagrada nos grupos do estudo, com
exce¢do dos animais saudaveis. Nos grupos C e D, percebe-se a reducdo na contagem de HET.

E importante considerar que o hemograma normal da espécie apresenta quantidade maior de

LINF.
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Figura 63. Valores médios da contagem de HET em cada grupo experimental durante o tempo de observacao
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

O envenenamento loxoscélico ¢ caracterizado por leucocitose, infiltragdo de
polimorfonucleares, hemorragia e edema no local da picada, fundamentais para o
desenvolvimento da dermonecrose (Tambourgi et al., 2005). O veneno exerceu tal agdo no B,

mas os mesmos efeitos ndo foram identificados nos D e E. O efeito anti-inflamatorio do
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secretoma ¢ uma possibilidade para este resultado. Ja no grupo E, atribui-se o resultado a agdo
do antiveneno (soro anti-loxoscélico).

Nao foram identificadas diferencas relevantes entre os grupos em relagdo a contagem
de LINF, EOS e MON (figuras 64, 65 ¢ 66). Em cada grupo experimental, houve diferenga na
contagem de LINF (Figura 67) e MON (Figura 68). Nao houve diferenca na contagem de EOS
(Figura 69).

O grupo B teve nimero total de LINF maior no tempo 7 dias do que no tempo 72h,
indicando redug¢do do processo inflamatorio e consequente retorno do hemograma ao padrao de
normalidade da espécie. Entretanto, o grupo E teve uma contagem de LINF inferior no tempo
14 dias, sugerindo uma quimiotaxia maior de heterdfilos para a corrente sanguinea.

O ntimero de MON foi significativamente maior no tempo 48h em comparagdao ao TO
no grupo B. Embora a monocitose seja um achado incomum no loxoscelismo, pois se
correlaciona a processos infecciosos e inflamatérios cronicos (Pichardo-Rodriguez et al., 2020),

sua ocorréncia pode ser em virtude da migracao das células de defesa no local da inoculacao.

A - Animal saudavel

B - Veneno + Salina 0,9%

C - Salina 0,9% + Secretoma
D - Veneno + Secretoma

0Do00aO

E - Veneno + Soro

Figura 64. Valores médios da contagem de LINF nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observacdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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Figura 65. Valores médios da contagem de MON nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observacdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

1.5=

Milhares/uL

0.5+

ooooan

Eosinofilos

T
TO 48h

A - Animal saudavel

B - Veneno + Salina 0,9%

C - Salina 0,9% + Secretoma
D - Veneno + Secretoma

E - Veneno + Soro

I Y 1 .I.h.l.;.ljjlj],l.ﬁljv]hﬁﬁ ________ |J1_.{1_,I._.I.__

7 dias 14 dias

Figura 66. Valores médios da contagem de EOS nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observacdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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Figura 67. Valores médios da contagem de LINF em cada grupo experimental durante o tempo de observagao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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p <0,05.
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Figura 68. Valores médios da contagem de MON em cada grupo experimental durante o tempo de observacao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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Figura 69. Valores médios da contagem de EOS em cada grupo experimental durante o tempo de observacao.
Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.
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5.3.2. Exames bioquimicos plasmaticos

A avaliagdo dos niveis de CK-MB ndo mostrou diferencga entre os grupos, conforme

representado na figura 70. Os valores foram comparados nos T0, 7 e 14 dias.
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Figura 70. Variagdes na concentragdo de CK-MB nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observacdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

A enzima CK esté presente em diferentes tecidos do organismo e pode ser mensurada
no soro. Sua fragdo MB ¢ encontrada no coracao e pode ser liberada na corrente sanguinea em
casos de injuria miocardica (Ghosh et al., 2023). Embora ndo haja diferenga entre os grupos no
que se refere a esse pardmetro, se forem considerados os valores de referéncia da espécie,
percebe-se que houve elevacdo da concentragdo sérica de CK-MG em alguns grupos nos
diferentes tempos. O intervalo de referéncia das cobaias ¢ de 29 - 422,68 U/L (Botelho et al.,
2016). No TO, observam-se valores acima de S00U/L em todos os grupos, com excecao do
controle negativo. No tempo 7 dias, ainda ha oscilagdo nos niveis de CK-MB, mas em menor
escala. Aos 14 dias, os valores de CK-MB foram mais elevados nos grupos B e C.

Os resultados de CK-MB obtidos podem ter sofrido interferéncia de outros fatores além
da possibilidade de lesdo cardiaca, uma vez que havia niveis elevados no T0O. Fatores como o
material utilizado para andlise (plasma), hemolise, tempo de armazenamento das amostras e

método utilizado podem ter levado a diferengas do valor de referéncia.
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Com relagdo a ¢Tnl, também nao foram identificadas diferencas significativas entre os
grupos, como visto na figura 71. Troponinas sdo proteinas que participam da contragdo
muscular. No coracao, estdo presentes I, T e C. Existem testes para mensuracao das subunidades
I e T. Quando ha lesdo cardiaca, ocorre aumento das concentragdes das troponinas na corrente

sanguinea (Savifon-Flores et al., 2022).
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Figura 71. Valores médios da concentracdo de cTnl nos diferentes grupos experimentais durante o tempo de
observagdo. Linhas pretas pontilhadas demarcam o intervalo de referéncia da espécie.

Os valores de referéncia de cTnl para cobaias variam entre 0,2 ¢ 12,5ng/mL, conforme
descrito no Quadro 4. Considerando isso, percebe-se que alguns grupos tinham individuos com
valor acima da normalidade no TO, assim como elevacdo no tempo 14 dias. Semelhantemente
a CK-MB, fatores como material usado, tempo entre coleta e analise € método bioquimico de
avaliacdo podem ter gerado divergéncias entre o descrito na literatura e os achados obtidos.
Contudo, o grupo A apresentou valores dentro da normalidade no TO e valores elevados no
tempo 7 dias, com normaliza¢do aos 14 dias, o que pode se relacionar com as possiveis

interferéncias mencionadas.
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Os animais também ndo apresentaram alteragdes nos niveis de NT-proBNP. Todos
apresentaram valores inferiores a 500mmol/L, abaixo da capacidade de leitura do teste. Sendo

assim, ndo foram considerados relevantes.
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5.4.Exames anatomo-histopatologicos

Foi realizado o estudo histolégico da pele e do coragdo. Todos os materiais destinados
a avaliacdo histopatoldgica foram coletados 14 dias ap6s o inicio do experimento, momento em
que os animais foram eutanasiados.

Para fins de classificacdo da gravidade dos achados histopatolégicos e comparagao da
intensidade das lesdes entre os grupos, foi realizado um escore para graduar as observacdes da
microscopia. Sendo assim, a pontuacao 0 indica auséncia de lesdo; 1 indica lesdo discreta; 2
indica moderada e 3 indica intensa. Os pontos foram atribuidos a cada lamina e posteriormente

ao grupo. Algumas lesdes foram tdo discretas que podem nao ser representadas graficamente.

5.4.1. Pele

Na avaliagdo macroscopica da pele, ndo foram observadas lesdes de pele intensas em
nenhum dos grupos. Conforme ja mencionado, Fernandes (2024), testando diferentes doses de
veneno loxoscélico em cobaias, encontrou lesoes de pele mais significativas a partir de 15pug

de veneno, o que ¢ compativel com os resultados aqui obtidos, evidenciados nas figuras 72 e

73.

Figura 72. Lesdes macroscopicas na pele das cobaias. A. Animal saudavel apos tricotomia e aplicagdo de ID de
solugdo salina. B. Animal do grupo B seis horas apds aplicagdo ID de veneno. C. Animal do grupo D seis horas
apos aplicagdo ID de veneno. D. Animal do grupo E 30min apds aplicagdo de veneno e de soro antiloxoscélico.
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Figura 73. Lesdo hiperémica discreta na pele de cobaia do grupo C.

Ap6s 48h de aplicacdo, a maioria dos animais ja apresentou melhora no padrao da lesao

de pele, que evoluiu para resolucdo completa apos sete dias de experimento em todos os grupos.

No estudo microscopico, ndo foram observadas alteracdes significativas na pele da
maioria dos animais saudaveis, enquanto outros tinham infiltrado inflamatério linfo-
plasmocitario com raros HET. Os achados podem ser em decorréncia do processo inflamatdrio
deflagrado no local de aplicag¢do da solugdo salina. Ainda, a tricotomia efetuada previamente a
aplicagdo pode ter contribuido para lesdes de pele e pelo. Observam-se imagens histoldgicas na
figura 74.

No grupo desafiado com veneno e tratado com salina 0,9%, os achados foram variaveis
entre os individuos do grupo. Alguns animais apresentaram alteragdes discretas e outros,
intensas. Nas cobaias com lesdes brandas, a localizagdo dos achados foi na derme superficial.
Foi identificada a presencga de infiltrado linfo-plasmocitario multifocal discreto, infiltrado linfo-
plasmocitario multifocal a coalescente discreto, infiltrado inflamatorio linfo-plasmocitario e
heterofilico discreto, além de HET em vasos da derme profunda. Nos individuos com lesdes
mais graves, a localiza¢do predominante foi na derme profunda e subcutaneo, associando-se as

fibras musculares. Observou-se infiltrado inflamatorio linfo-histio-plasmocitario e heterofilico
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difuso e intenso, ocasionais heterdfilos degenerados, com expansdo para o musculo cutaneo,
areas de degeneracdo e perda de estriacao de fibras associada a infiltrado de HET integros e
degenerados. Observam-se imagens histoldgicas na figura 75.

Os resultados no B se assemelham ao descrito na literatura. Observam-se variagoes de
acordo com a espécie, a quantidade de veneno (conhecida apenas em estudos experimentais) e

o tempo de avaliacdo da lesao.

sy
Figura 74. Microscopia optica da pele de cobaia higida. Observa-se pele integra em A (HE, 10x) e B (HE, 20x).

Pereira et al. (2012) aplicaram 0,5ug de veneno de L. similis por via ID em coelhos e
coletaram fragmentos de pele duas, quatro, seis e oito horas apds a inje¢do. Foram identificados,
de forma semelhante as cobaias, infiltrado heterofilico, edema e necrose do musculo cutaneo.

Também foram observadas angiectasia, exsudato fibrinoso e degeneracdo fibrindide, que
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diferem do presente estudo. Ospedal et al. (2002), avaliando a pele de coelhos cinco dias ap6s
a administragdo ID de 40pg de proteinas de um pool/ de veneno loxoscélico, encontraram
necrose extensa na epiderme e regioes adjacentes, miolise, pontos de calcificagdo e infiltrado
neutrofilico extenso, lesdes mais intensas que as presentes nas cobaias. No trabalho de
Fernandes (2024), realizado com cobaias que receberam doses entre 11 e 350pug de veneno de
L. intermedia, e com coleta 72h ap0s a injaria, foram observados infiltrados linfo-plasmocitério
e heterofilicos e necrose. De modo geral, a intensidade das lesdes foi proporcional a dose
aplicada. A cobaia que recebeu 14ug de veneno, mesma dose utilizada no presente estudo, nao
apresentou alteragdes significativas, o que pode sugerir que essa dose ndo gera efeitos tao
importantes na pele. Entretanto, os individuos que receberam 11 e 12ug tinham infiltrado e
edema discretos. E importante considerar a variagio individual, idade dos animais e tempo de

coleta na interpretacao.
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Figura 75. Microscopia optica da pele de cobaia do grupo B (veneno + salina 0,9%). A. Observa-se a presenca de
infiltrado inflamatoério apontado pelas setas brancas em A (HE, 10x) ¢ B (HE, 20x).

O grupo C, desafiado com solugdo salina e tratado com secretoma por cinco dias
consecutivos, por via IP, também apresentou lesdes de pele variaveis. Houve animais sem
alteracdes histopatoldgicas, assim como outros com infiltrado linfo-plasmocitario discreto na
derme superficial; derme com dois focos de infiltrado de macrofagos e célula multinucleada
circundando foliculo piloso; area focal com acimulo de HET no epitélio (pustula subcorneal).
Tais achados se correlacionam com a aplicacao ID de solugdo salina, capaz de incitar um
processo inflamatdrio. Sendo assim, os achados podem nao ter relagdo direta com o uso do
secretoma. De toda forma, o secretoma, que pode ter acdo inflamatéria, uma vez que pode
reduzir e aumentar o nivel de determinados mediadores inflamatorios (Sari et al., 2023), pode

ter exacerbado as lesdes. Observam-se imagens histologicas na figura 76.
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A literatura € escassa a respeito dos efeitos do secretoma numa pele saudavel. Além
disso, a aplicag@o do secretoma foi IP, o que dificulta avaliar sua acdo numa injecao de solugao
salina, que possui um potencial baixo de causar dano. Ha estudos que demonstram seu uso no
tratamento antienvelhecimento, em modelos in vitro € in vivo, nos quais se observam desfechos
positivos nos individuos que o recebem (Li et al., 2020; Damayanti et al., 2021; Hani et al.,
2023). Contudo, a aplicagdo ¢ feita diretamente no tipo celular estudado ou na pele, o que difere
da administragdo sistémica e seus consequentes efeitos. Ainda, ¢ possivel considerar fatores
como contaminag¢ao no local da ferida, embora tenham sido tomadas as medidas de antissepsia
e ndo foram observadas feridas macroscopicamente. O estresse de manipulagdo também pode
ter contribuido para um processo inflamatdrio mais intenso do que seria em outras condigdes.

O grupo D apresentou desde lesdes de pele discretas até lesdes mais intensas. Os
achados foram semelhantes aos do controle positivo e se correlacionam ao descrito na literatura.
Alguns animais tinham infiltrado linfo-plasmocitario e heterofilico multifocal discreto na
derme superficial e infiltrado inflamatorio linfo-histio-plasmocitario e heterofilico multifocal a
coalescente moderado na mesma localizacdo. Foi identificado infiltrado inflamatorio linfo-
histio-plasmocitario e heterofilico difuso e intenso, com ocasionais HET degenerados no
subcutaneo, com expansdo para o musculo cutdneo, com areas de degeneragdo e perda de
estriacdo de fibras musculares associada a infiltrado de HET integros e degenerados. Ainda
havia area focalmente extensa com acumulo de grande quantidade de HET integros e
degenerados na derme profunda, com macrofagos com citoplasma vacuolizado e presenca de
células multinucleadas. Observam-se imagens histologicas nas figuras 77 e 78.

Por fim, o grupo E foi o que mais se assemelhou aos animais saudaveis. Alguns animais
ndo apresentaram alteragdes histopatologicas significativas e outros tinham lesdes discretas,
como infiltrado linfo-plasmocitario multifocal discreto na derme superficial, hiperqueratose
hiperqueratética difusa discreta e infiltrado linfo-histiocitario discreto ao redor de foliculos
pilosos. Tal resultado evidencia que o veneno preveniu o desenvolvimento de dermonecrose.

Observam-se imagens histoldgicas na figura 79.
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Figura 76. Microscopia optica da pele de cobaia do grupo C (salina 0,9% + secretoma). A. Observa-se a infiltragdo
inflamatoria na derme superficial apontada pela seta branca em A (HE, 10x) e B (HE, 20x)

Tendo como base o escore de graduacao das lesdes, foi efetuada a comparacao entre os
grupos, conforme pode ser observado na figura 80. O grupo D foi o que obteve escore de lesoes
mais alto, o que gerou uma diferenga significativa entre este e o E, que teve escore mais baixo
de lesoes.

Tais achados sugerem que o secretoma ndo foi eficaz na prevengdo ou tratamento da
dermonecrose ocasionada pelo envenenamento. J4 o soro antiloxoscélico, padrao-ouro de
tratamento na medicina humana, teve bons resultados.

O secretoma ¢ amplamente utilizado em estudos in vitro, in vivo, bem como em ensaios
clinicos no tratamento de feridas, com resultados promissores. Dessa forma, a maior intensidade

de lesdes no grupo D difere do esperado.
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Figura 77. Microscopia optica da pele de cobaia do grupo D (veneno + secretoma). A. Corte histoldgico do
subcutineo, mostrando infiltrado inflamatorio intenso, apontado pelas setas brancas (HE, 10x). B. Corte
histologico da derme superficial evidenciando infiltrado inflamatdrio apontado pelas setas brancas (HE, 20x). C.
Corte histoldgico do subcutaneo mostrando infiltrado inflamatério moderado apontado pela seta branca (HE, 20x).
D. Corte histolégico, evidenciando infiltragdo inflamatoria intensa apontada pela seta branca (HE, 40x).

Figura 78. Microscopia Optica do subcutineo de cobaia do grupo D (veneno + secretoma). Observa-se infiltrado
inflamatorio intenso apontado pelas setas brancas (HE, 40x).
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Figura 79. Microscopia optica da pele de cobaia do grupo E (veneno + soro). Observa-se infiltrado inflamatério
discreto apontado pelas setas brancas em A (HE, 10x) e B (HE, 20x).

Park et al. (2018) identificaram cascatas sinalizadas pelo secretoma de TA humano na
modula¢do de cicatrizagdo in vitro, com efeitos benéficos no tecido avaliado. Experimento in
vivo realizado com o meio condicionado de CT derivadas de TA num modelo de camundongos
diabéticos mostrou cicatrizagdo acelerada e aumento de angiogénese em ulceras, além de
reduzir polineuropatia (De Gregorio et al., 2020); foi observada melhor cicatrizagdo com uso
de CT derivadas de liquido amnidtico humano no tratamento de lesdes por queimadura em
camundongos (J.-Y. Li et al., 2019); He et al. (2019) utilizando secretoma proveniente de Adip-
CTM identificaram reducdo da 4rea de feridas, angiogénese e boa cicatrizacdio em
camundongos com lesdes incisionais. Ensaios clinicos em patologias neurologicas também
demonstram um campo promissor para o uso do secretoma (Ghasemi et al., 2023).

Martins et al. (2022) fizeram uso experimental de dapsona, CT mesenquimais e dapsona
associada as CTM para tratamento de necrose induzida pelo veneno de L. /aeta em coelhos

Nova Zelandia. Os individuos submetidos ao tratamento com dapsona ou CTM isoladamente
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apresentaram lesdes menores € com melhor cicatriza¢do. J& os individuos tratados com dapsona
associada as CTM, além de boa cicatrizagdo, também apresentaram maior deposi¢ao de fibras
colagenas. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar os efeitos benéficos dessa
terapia. E importante salientar que foram utilizadas CTM e ndo seu subproduto, o que pode
gerar a diferenga nos resultados.

Rodrigues et al. (2024), ao utilizarem secretoma de Adip-CTM humanas, inocularam
10ug de veneno de L. intermedia por via ID em coelhos. Um grupo foi tratado com solugao
salina, outro foi tratado com 60ug de secretoma por via ID e um terceiro grupo foi tratado com
60 pg de secretoma por via IV. Havia também um grupo controle, desafiado com soro e tratado
com 60ug de secretoma ID. Os individuos envenenados e tratados com secretoma ID
apresentaram lesdes histopatologicas compativeis com infiltrado inflamatdério, necrose e
angiogénese. Os animais tratados com secretoma IV apresentaram, além das alteracdes citadas
nos tratados com secretoma ID, tecido de granulagdo, sugerindo melhor cicatrizagdo. A
divergéncia de resultados em comparacao ao presente estudo pode ter relacdo com a dose de
secretoma utilizada, que foi superior nas cobaias, o que pode ter favorecido a inflamagao ao
invés de reduzi-la.

Robert et al. (2019), ao usarem o meio condicionado de células estromais multipotentes
na cicatrizacao de feridas em camundongos, observaram lesdes semelhantes entre os animais
controle e os animais tratados, sem redu¢do do tamanho da ferida ou auséncia de células
inflamatorias. Contudo, o grupo tratado apresentou angiogénese mais intensa, que pode ser
favoravel no processo de reparagdo tecidual.

E relevante salientar que fatores como a espécie, o tipo de lesdo tecidual e sua causa, a
composi¢do do secretoma, bem como sua dose e via de aplicacdo, podem levar a resultados

varidveis no reparo de feridas.
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Figura 80. Representacdo grafica do escore atribuido as lesdes histopatologicas da pele nos diferentes grupos
experimentais. Observa-se a comparagdo do escore entre os grupos. *p < 0,05.

5.4.2. Coragdo

Como parte do objetivo do trabalho foi estudar os possiveis efeitos cardiotoxicos do
veneno loxoscélico, a avaliacdo histopatologica deste 6rgdo se faz muito importante nessa
investigacgao.

Na avaliacdo macroscopica do coragdo, os animais saudaveis ndo apresentaram
alteragdes. Os animais desafiados com veneno e tratados com salina 0,9% apresentaram coragao
hiperémico, com aspecto mais globoso e hemorragico. Um dos animais tinha efusdo pericardica

no momento da necropsia, conforme se observa nas imagens abaixo (figuras 81 e 82).

Figura 81. Comparagdo do aspecto macroscopico do coragdo de cobaia saudavel (a esquerda) e de cobaia do grupo
B (a direita). Observa-se que o coragdo do animal envenenado apresenta formato globoso em relagdo ao coracao
saudavel e possui aspecto hemorragico.
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Figura 82. Coragao de cobaia do grupo B (veneno + salina 0,9%) no momento da necropsia. Observa-se efusdo
pericardica translicida e em quantidade discreta.

Os individuos do grupo salina 0,9% + secretoma e veneno + secretoma apresentaram o

corac¢do hiperémico e com aspecto hemorragico, conforme ¢ possivel ver abaixo (figuras 83 e

84).

Figura 83. Coragdo de cobaia do grupo C (salina 0,9% + secretoma) com aspecto hemorragico.
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Figura 84. Coracdo de cobaia do grupo D (veneno + secretoma). Observa-se hiperemia.

Os animais do grupo veneno + soro antiloxoscélico (grupo E) ndo apresentaram

alteragdes macroscopicas relevantes.

Em relagdo a avaliacdo microscopica, os animais saudaveis, conforme esperado, nao
apresentaram alteragdes histologicas dignas de nota (Figura 85).

No grupo B, foram observadas lesdes discretas e lesdes moderadas. Foram identificados
infiltrados linfo-plasmocitarios e linfo-histioplasmocitarios no miocardio e endocardio. Em
alguns infiltrados, havia presenca de ocasionais HET. Vacuolizagdo de cardiomidcitos e
coagulos com grande quantidade de HET também foram observados. Nas figuras 86, 87 e 88,
¢ possivel visualizar as lesoes citadas.

O grupo C também apresentou lesdes histologicas, o que pode significar sua
interferéncia no tecido cardiaco. Entretanto, foram lesdes discretas. Foram observados
infiltrados linfo-plasmocitarios com raros HET, infiltrado linfocitério, presenca de vacuolizacao
de cardiomidcitos. Também foi visto um codgulo com HET no entorno. Foram identificadas

alteracdes no tecido atrial e ventricular (figura 89).
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10x) e B (HE, 20x).

Figura 85. Microscopia optica do corag@o de cobaia higida. Tecido cardiaco normal em A (HE,
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Figura 86. Microscopia Optica do coragdo de cobaia do B (veneno + salina 0,9%). Corte histoloégico do miocardio
evidenciando infiltragdo inflamatoria apontada pelas setas brancas em A (HE, 10x) e B (HE, 20x).
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Figura 87. Microscopia optica evidenciando a presenga de um codgulo circundado por HET (apontado por setas
pretas) num animal do grupo B (veneno + salina 0,9%) (HE, 20x).

S . : _ oA _S o 4
Figura 88. Microscopia optica do coragdo de cobaia do grupo B (veneno + salina 0,9%). Observa-se infiltragdo
inflamatoria (setas brancas) e vacuolos citoplasmaticos (seta preta) em A (HE, 10x) e B (HE, 20x).
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Figura 89. Microscopia 6ptica do corag@o de cobaia do grupo C (salina 0,9% + secretoma). Observa-se infiltrado
inflamatorio discreto, apontado pela seta branca (HE, 10x).

O grupo D apresentou alteragdes discretas na histologia cardiaca. Foram observados
infiltrados linfo-histioplasmocitario e linfoplasmocitario no miocardio ¢ no endocardio,
predominantemente perivasculares, além de infiltragdo focal de HET. Observou-se
vacuolizacdo discreta de cardiomidcitos e presenca de coagulos circundados por HET, em baixa

quantidade. Observam-se imagens histologicas na figura 90.

As lesoes identificadas no grupo E foram discretas, distribuidas de forma semelhante ao
descrito nos demais grupos, presentes nos atrios, ventriculos, endocardio e miocardio. Havia
infiltracdo inflamatoria discreta, tanto linfo-plasmocitaria como linfo-histio-plasmocitéria, com
predominancia perivascular. Foram observados codgulos com grande quantidade de HET. Nao

foi registrada vacuolizagao de cardiomidcitos. Observam-se imagens histologicas na figura 91.

Considerando o escore de graduacdo das lesdes, foi efetuada a comparacdo entre os
grupos (Figura 92). O grupo B teve maior escore de lesdes. O grupo D e o grupo E apresentaram
classificagdo igual. O grupo que recebeu apenas secretoma teve o escore mais baixo,
desconsiderando o grupo A, que ndo teve lesdes e ficou com escore zero. Foi observada
diferenca significativa entre os grupos B e C. E interessante observar que nio houve diferenca
entre os demais tratamentos. Dessa forma, pode-se inferir que, embora com lesdes menos
graves, os grupos veneno + secretoma (grupo D) e veneno + soro antiloxoscélico (grupo E) ndo
tiveram um beneficio explicito, significativo estatisticamente, dos tratamentos nesse aspecto.

Entretanto, ainda assim apresentaram escore inferior ao do grupo B. Contudo, mesmo nao
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havendo relevancia estatistica, a diferenca € relevante para um individuo, que pode ter lesoes

menos graves quando tratado.

Figura 90. Microscopia optica do coragdo de cobaia do grupo D (veneno + secretoma). Miocardio evidenciando
infiltrado inflamatério perivascular (setas brancas) em A (HE, 10x) e B (HE, 20x).

As informagdes sobre achados histopatolégicos no coragdo relacionados ao
envenenamento loxoscélico sdo muito escassas na literatura. Ha relatos de casos em pacientes
humanos que apresentaram alteragdes cardiacas apos a picada de uma aranha do género
Loxosceles spp: um caso de miocardite diagnosticado por ressondncia magnética (Langner et
al., 2021) e um caso de Sindrome de Kounis, que ¢ uma sindrome coronariana aguda secundéria
a uma reagao anafilatica. No caso especifico, a reagdo anafilatica foi ao veneno loxoscélico

(Navarro-Martinez et al., 2022).
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Figura 91. Microscopia optica do coragdo de cobaia do grupo E (veneno + soro). Observa-se infiltrado inflamatério
no miocardio, predominantemente perivascular, apontado pela seta branca (HE, 40x%).
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Figura 92. Representagdo grafica do escore atribuido as lesdes histopatologicas do corago nos diferentes grupos
experimentais. Observa-se a comparagdo do escore entre os grupos. *p < 0,05.

Embora nao tenha sido demonstrada ligacao do veneno no coragdo das cobaias, foram
identificadas lesdes histoldgicas nos animais envenenados. O trabalho ja citado de Fernandes
(2024), que avaliou os efeitos de diferentes doses do veneno loxoscélico em cobaias, encontrou
alteracdes histologicas nos individuos que receberam 24pug e 210pg, respectivamente. Foi

observada congestdo cardiaca difusa acentuada no animal inoculado com a menor dose e
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hemorragia focalmente extensa moderada no AE da cobaia inoculada com maior dose. Pondera-
se que as variagdes de dose podem interferir nos achados. Ainda, a suscetibilidade individual
parece um fator importante, uma vez que nao foram identificadas alteragdes cardiacas em outros
animais do estudo de Fernandes. O secretoma isoladamente também ocasionou danos as células
cardiacas, embora em menor intensidade, mas sua aplicacdo levou a presenca de infiltrados
inflamatorios no miocardio e a presenca de trombos. O soro antiloxoscélico preveniu lesdes

mais graves nos individuos que o receberam, mas nao impediu totalmente danos ao miocardio.

Como o envenenamento loxoscélico ocasiona aumento das contagens de LEU, por
maior mobilizagdo ¢ migra¢do (Nguyen & Pandey, 2019), tal efeito favorece a presenga de
células inflamatorias como resposta ao veneno no tecido cardiaco. Nao obstante, os disturbios
hematologicos reduzem a quantidade de PLT, favorecendo a formacao de coagulos (Kodali et
al., 2014). Os coagulos podem comprometer a irrigagdo miocardica, mesmo que de forma
transitoria, e isso pode levar a danos no miocardio. Nao foram identificadas areas de necrose
nos animais do estudo, porém, a hipéxia pode nao ser tao intensa e pode ser proporcional a dose
de veneno aplicada. Fatores como espécie, idade do animal e variagdo individual também

devem ser levados em considerados.

O secretoma tem sido muito estudado e testado no tratamento de doengas cardiacas. Ha
pouca informagdo sobre seus efeitos num corac¢do saudavel, pois a maioria dos estudos busca
avaliar suas acdes em quadros patologicos. Experimentalmente, demonstrou-se que o coragdo
explantado de ratos secreta substancias capazes de reduzir a concentracdo de peptideos
natriuréticos e fatores que favorecem a sobrevida e multiplica¢do de fibroblastos, melhorando
a cicatrizagdo. Além disso, o secretoma reprograma células imunes a favor do reparo do tecido
cardiaco. O conhecimento do que ¢ secretado, de receptores e fatores ligantes pode promover
avangos na terapia cardiaca (Lindsey & Gundry, 2020). Observagdes in vivo em modelo
experimental de ratos infartados mostraram parametros ecocardiograficos melhores nos animais
tratados com secretoma (Guan et al., 2025b). Um estudo clinico em fase 1 avaliou a aplicacao
de secretoma em pacientes humanos com insuficiéncia cardiaca. Foi observada boa tolerancia
a aplicacdo I'V, assim como melhora dos parametros ecocardiograficos (Menasché et al., 2024).
As pesquisas sdo promissoras e mostram resultados bons em sua maioria. Tais propriedades do
secretoma podem ter tido efeitos benéficos nos animais do grupo desafiado com veneno e
tratado com secretoma, que tiveram lesdes similares aos tratados com o soro, que € o padrao-
ouro, € menos lesdes do que os animais do controle positivo. Entretanto, o grupo que recebeu

apenas o secretoma também teve lesdes cardiacas discretas, o que pode significar que, em um
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tecido saudavel, sua agdo pode favorecer processos inflamatoérios, mesmo que de baixa

intensidade.
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5.5.Contratilidade cardiaca e patch clamp

Com relagdo a contratilidade cardiaca, foram avaliados os seguintes pardmetros: tempo
para o relaxamento e tempo para o relaxamento 50%; amplitude do pico, que representa o menor
comprimento do sarcomero; fragao de encurtamento; relaxamento cardiaco; tempo para o pico,
que corresponde ao tempo necessario para se atingir o menor comprimento do sarcomero;
tempo para contrag¢do e tempo para contracao 50%. Ja na avaliagdo do PA, foram estudados os
seguintes parametros: potencial de repouso, amplitude do PA, dura¢dao do PA a 10% e duragdo

do PA a 50%. Os resultados serdo discutidos em conjunto.

Nas figuras 93, 94, 95, 96 ¢ 97 estdo demonstrados os resultados da avaliagdo da

contratilidade cardiaca e o perfil da contragdo em cada um dos grupos.

Os achados da contratilidade e do PA foram registrados no tempo 7 dias e os achados da
histopatologia, obtidos ap6s a eutanésia, no tempo 14 dias. Ainda que essas analises ndo tenham
avaliado os efeitos agudos do envenenamento, avaliaram os seus efeitos no coragdo num
periodo maior. A presenca de lesdes cardiacas histologicas e as alteracdes na contracio,
relaxamento e PA auxiliam a explicar a ocorréncia dos efeitos identificados in vivo. A presenga
de arritmias até o tempo 14 dias sugere que as lesdes ¢ modificagdes na fungdo exerceram
efeitos a longo prazo. Além disso, as alteragdes hematoldgicas, como anemia no grupo D e
trombocitopenia nos animais envenenados e tratados com salina 0,9%, corroboram seus efeitos

deletérios na atividade cardiaca.
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Figura 93. Média e o desvio-padrdo do tempo para o relaxamento 50% nos diferentes grupos experimentais. A:
animais saudaveis; B: grupo desafiado com veneno e tratado com salina 0,9%; C: grupo desafiado com secretoma
e tratado com salina 0,9%; D: grupo desafiado com veneno e tratado com secretoma; E: grupo desafiado com
veneno e tratado com soro antiloxoscélico.

Como ¢ possivel observar na imagem acima, ndo foram identificadas diferencas
significativas entre os grupos em relagdo ao tempo para o relaxamento 50%. Contudo, quando

avaliado em sua totalidade, o relaxamento diferiu entre os grupos. Com o estimulo de 1Hz,
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houve diferenca significativa entre os grupos. Percebe-se que o grupo C apresentou o

relaxamento mais lento em relagdo aos demais (figura 94).

Relaxamento - 1Hz Relaxamento - 3Hz
*k ok
150 - 100 *
LN ——
*
i % 280+ —‘7
100
T 60 = T
T 40+
50
204
0 1 | | | I 0 | ] ] 1 I
A B C D E A B c D E
Amplitude do pico - 1Hz Amplitude do pico - 3Hz
15 * ok
1 *¥ 1
I o 1
25= I—I**
10= -
—" 20+
5= 15+
10= T
0 T T T T T T T
A B C D E 5= T
0 1 ] T 1 ]
A B c D E

Figura 94. Média e desvio-padrao do relaxamento (1Hz e 3Hz) e da amplitude do pico (1Hz e 3Hz) nos diferentes
grupos experimentais. A: animais saudaveis; B: grupo desafiado com veneno e tratado com salina 0,9%; C: grupo
desafiado com secretoma e tratado com salina 0,9%; D: grupo desafiado com veneno e tratado com secretoma; E:
grupo desafiado com veneno e tratado com soro antiloxoscélico.

*p <0,05; **p < 0,005; ***p <0,003.



147

Fragdo de encurtamento - 1Hz Fracdo de encurtamento - 3Hz
20 - e *
: 1w L 1
% T ! 15
1
154 r _‘L
= 104 T "1 T
Ll [ 1]
5=
5
0 ] 1 1 1 )
A B c D E
0 I I I I 1
A B c D E
Tempo para o pico - THz Tempo para o pico - 3Hz
400 400+
300 T T T 300+ T
£ 200 £ 200 T
100~ 100+
0 I 1 I I 1 0
A B c D E 1 ] ] ] 1
A B c D E

Figura 95. Média e desvio-padrdo da fra¢do de encurtamento (1Hz ¢ 3Hz) e do tempo para o pico (1Hz e 3Hz) nos
diferentes grupos experimentais. A: animais saudaveis; B: grupo desafiado com veneno e tratado com salina 0,9%;
C: grupo desafiado com secretoma e tratado com salina 0,9%; D: grupo desafiado com veneno e tratado com
secretoma; E: grupo desafiado com veneno e tratado com soro antiloxoscélico.

*p <0,05; **p < 0,005; ***p <0,003.
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Figura 96. Média e desvio-padrao do tempo para contracdo (1Hz e 3Hz) e do tempo para a contragdo 50% (1Hz e
3Hz) nos diferentes grupos experimentais. A: animais saudaveis; B: grupo desafiado com veneno e tratado com
salina 0,9%; C: grupo desafiado com secretoma e tratado com salina 0,9%; D: grupo desafiado com veneno e
tratado com secretoma; E: grupo desafiado com veneno e tratado com soro antiloxoscélico.

*p <0,05; **p < 0,005; ***p <0,003; ****p <0,001.
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Figura 97. Perfil da contratilidade em cada grupo experimental. A: animais saudaveis; B: grupo desafiado com
veneno e tratado com salina 0,9%; C: grupo desafiado com secretoma e tratado com salina 0,9%; D: grupo
desafiado com veneno e tratado com secretoma; E: grupo desafiado com veneno e tratado com soro antiloxoscélico.

Quando realizado o estimulo de 3Hz, foi observada diferenca entre o grupo B e o grupo

C, que manteve seu relaxamento mais lento (figura 94).

Com o estimulo de 1Hz, ndo houve diferenca entre os grupos na amplitude do pico. Ja
com 3Hz, o grupo E apresentou uma amplitude do pico significativamente maior que os demais

grupos (figura 94).

A fracdo de encurtamento apresentou diferencas nas duas frequéncias de estimulo. Na
avaliacdo a 1Hz, o grupo B teve fracdo de encurtamento superior a dos grupos A, D e E. Na
avaliacdo a 3Hz, o grupo B teve fracdo de encurtamento maior em comparagao aos grupos C e

D (figura 95).

Nao foram observadas diferencas entre os grupos, na frequéncia de 1Hz ou de 3Hz, em

relagdo ao tempo para o pico ou tempo para a contragao (figuras 95 e 96).
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Por ultimo, foram observadas diferengcas no tempo para contracdo a 50%. Com o
estimulo de 1Hz, o grupo B teve um valor superior ao grupo C e ao grupo D. O grupo D
apresentou um tempo para contracdo a 50% significativamente menor do que o grupo E. O
grupo C apresentou um tempo para a contracao a 50% superior ao grupo D. No estimulo de 3

Hz, o grupo C continuou a apresentar valor superior aos animais envenenados e tratados com

salina 0,9% (figura 96).

Na imagem abaixo, observa-se o comportamento do PA de cada grupo. As figuras 98 e

99 demonstram as comparagdes dos parametros do PA entre os grupos.
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Figura 98. Comportamento do potencial de a¢ao de cada grupo experimental. A: animais saudaveis; B: grupo
desafiado com veneno e tratado com salina 0,9%; C: grupo desafiado com secretoma ¢ tratado com salina 0,9%;
D: grupo desafiado com veneno e tratado com secretoma; E: grupo desafiado com veneno e tratado com soro
antiloxoscélico.
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Figura 99. Média e desvio-padrdo do potencial de repouso, da amplitude do pico, da duragdo do potencial a 50%
e duracdo do potencial a 10% nos diferentes grupos experimentais. A: animais saudaveis; B: grupo desafiado com
veneno e tratado com salina 0,9%; C: grupo desafiado com secretoma e tratado com salina 0,9%; D: grupo
desafiado com veneno e tratado com secretoma; E: grupo desafiado com veneno e tratado com soro antiloxoscélico.
*p <0,05; **p < 0,005.
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Foram observadas diferengas significativas no potencial de repouso e na amplitude do
PA. O potencial de repouso foi significativamente maior no grupo D em relacdo ao grupo C.
Ainda, o grupo desafiado com salina 0,9% e tratado com secretoma apresentou potencial de
repouso inferior ao dos animais saudaveis. No que diz respeito a amplitude, a do grupo C foi

inferior a do grupo A (figura 99).

Com base nas avaliagOes realizadas, fica ressaltada a influéncia do veneno na fragao de
encurtamento, que foi superior a dos demais grupos, o que também afetou o tempo para a
contracdo a 50%. Enfatizam-se os efeitos do secretoma, que levou a um relaxamento mais lento
em relagdo aos outros grupos, ¢ do veneno, que levou a uma contragdo mais rapida que a dos

demais grupos.

Dias-Lopes et al. (2010) inocularam 2,5ug de veneno por via subcutanea em
camundongos. Os pesquisadores observaram presen¢a do veneno no coragdo por meio de
pesquisa de antigeno com ELISA e reducdo da funcdo cardiaca na perfusdo de coragdo inteiro
isolado. Foi identificado aumento da densidade da corrente de calcio (Ica, 1) € elevagdao do
transiente de Ca®' intracelular. A ligacio de uma proteina recombinante do veneno foi
demonstrada por imunofluorescéncia e microscopia confocal. Tais achados sdo muito
importantes na compreensdo de que o veneno chega até o coragdo, pode se ligar ao tecido
cardiaco e interferir na sua atividade elétrica, impactando na fun¢do mecanica. Contudo, a

espécie e a dose diferem da utilizada no presente estudo.

Ernault et al. (2022) avaliaram os efeitos do uso do secretoma de tecido adiposo
epicardico e de tecido adiposo subcutaneo extraido de pacientes humanos com fibrilagao atrial.
Ambos os secretomas foram incubados por 72h em células de cultivo de miocardio ventricular
de ratos neonatos. Para efeitos de comparacao, essas células de cultivo foram incubadas pelo
mesmo periodo com o meio condicionado dos proprios cardiomidcitos dos ratos neonatos.
Como resultados, observaram que o secretoma de adipocitos de epicardio teve um efeito
deletério, reduzindo a velocidade de conducdo do impulso elétrico, a velocidade maxima do
upstroke do PA e potencial de repouso do PA menos negativo, favorecendo a formacao de
arritmias. Os mesmos efeitos ndo foram observados com secretoma de tecido adiposo
subcutaneo. Ten Sande et al. (2017) encontraram resultados semelhantes ao incubar
cardiomiocitos de ratos neonatos com secretoma proveniente de tecido adiposo de ratos, suinos
e humanos. Os autores mensuraram a velocidade de conduc¢ao com microeletrodos. Houve
reducdo da velocidade de condug¢do com o secretoma das trés espécies. Tais achados podem

justificar alteragcdes de condugdo induzidas pelo secretoma, o que pode ter interferido no ECG
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dos animais. De qualquer maneira, ¢ importante evidenciar que os estudos citados foram
realizados in vitro, ¢ ndo terdo necessariamente a mesma correlagdo em modelos in vivo.
Trabalhos realizados com aplicagdo de secretoma proveniente de tecido adiposo em seres
humanos, como o estudo ATHENA (Henry et al., 2017), que mostra resultados favoraveis ao
seu uso em pacientes com doenca coronariana cronica. Entretanto, a via de administragdo
utilizada foi inje¢des de infiltragdo miocardica, diferindo do modelo utilizado no experimento
realizado com as cobaias. Além disso, o uso do secretoma foi testado em condigoes diferentes:

em doenga coronariana cronica.

Os achados no PA cardiaco foram semelhantes aos descritos na literatura. Ao analisar o
perfil de cada PA, percebe-se que o grupo C € o que se apresentou mais semelhante ao grupo
A. Entretanto, seu potencial de repouso inferior demonstra que a célula cardiaca que o recebeu
ficou mais despolarizada, favorecendo a ocorréncia de arritmias por atividade deflagrada,
conforme ficou evidenciado nos ECGs. Neste caso, h4 um aumento da automaticidade,
favorecendo a ocorréncia de mais PAs (Tse, 2016). Sua interagdo com o veneno resultou num
potencial de repouso mais positivo e sem diferencas em relagdo aos animais saudaveis ou aos
envenenados e tratados com salina 0,9%. Além disso, a sua menor amplitude em relagdo a dos
animais saudaveis pode se dever ao fato de a célula partir de um valor mais positivo. Possiveis
fatores que prolongariam o tempo de relaxamento, como observado nas andlises da
contratilidade, estdo associados a taxa de declinio do transiente de calcio, como: alteragcdes no
funcionamento da SERCA, aumento de correntes de sddio e uma propor¢do elevada de

fosfolambano (Biesiadecki et al., 2014).

Embora o veneno de isoladamente ndo tenha afetado o PA, ¢ perceptivel na figura seu
efeito na ocorréncia de pos-despolarizagdo precoce ou early after depolarization (EAD) e pos-
despolarizacdo retardada ou delayed after depolarization (DAD). Isso pode justificar o maior
numero de arritmias nos animais envenenados e tratados com salina 0,9%. A ocorréncia de EAD
se correlaciona a baixa reserva de repolarizagao, que pode se dever a um aumento nas correntes
de entrada, principalmente sddio e céalcio (com destaque para os canais de célcio do tipo L), ou
redugdo nas correntes de saida, representadas pelo fluxo de potéassio. Com isso, a célula se
mantém mais positiva, ha sobreposi¢do da repolarizacdo e um novo estimulo ¢ deflagrado. Com
predominio de correntes de saida, a célula tende a repolarizagdo apos a EAD. Se ha predominio
de correntes de entrada, a célula tende a ndo repolarizar e novos batimentos podem ocorrer
(Weiss et al., 2010). As EADs também podem ser resultado de oscilagdes do ciclo do célcio. Ja

as DADs se associam a liberagao espontanea de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico (Song et
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al., 2015). Os achados obtidos levam a hipdtese de que o veneno pode interferir no balanco de
calcio, o que também interferiria na contratilidade, como foi observado. Contudo, ndo ¢ possivel
descartar sua acao em canais de sodio ou potassio. Ainda, possiveis variagdes nos niveis s€ricos
de eletrdlitos, que ndo foram avaliados, podem interferir no funcionamento do PA e levar as

observagoes relatadas.

No tempo 30 min, todos os individuos do grupo B apresentaram disturbios de condugao
ou eventos arritmicos. Nos tempos 48h e 72h, houve 6bito de animais do grupo B, um individuo
em cada um desses tempos. O desenvolvimento de arritmias graves ¢ uma possibilidade para

causa da morte.

Com base em Lazzerini et al. (2022), em revisdo de literatura, ha muitas evidéncias,
baseadas em estudos experimentais e clinicos, demonstrando que a inflamacao pode deflagrar
diversos tipos de arritmias, principalmente pela liberacao de citocinas. A atuagdo do veneno
reduziu de significativamente a amplitude da onda P, da mesma maneira que o veneno associado
ao secretoma. Além das razdes citadas acima sobre possiveis efeitos do secretoma, € importante
salientar que seu uso pode ter efeito pro-inflamatério (Munoz-Perez et al., 2021), o que pode
afetar a fungdo cardiaca. Além disso, as toxinas do veneno, direta ou indiretamente, também
afetaram o sistema de condugdo cardiaco. Pode ter ocorrido agdo direta de componentes do
veneno no coracdo ou cardiotoxicidade por modificacdes hematoldgicas e formacdo de

microtrombos, cuja presenga foi identificada na histopatologia.

A redu¢do da oxigenacdo ativa mecanismos compensatorios. Diminui¢do da pos-carga
leva ao aumento da concentragdo de catecolaminas e outros fatores inotrdpicos, contribuindo
para aumento da FC, maior trabalho cardiaco e possivel comprometimento da perfusdo
coronaria (Metivier et al., 2000). As variacdoes na FC e demais fatores mencionados podem
interferir na atividade elétrica do corag¢do, modificando a duracdo de seus intervalos e

aumentando o risco de arritmias.

Ainda citando Ernault et al. (2022), os pesquisadores identificaram redug¢ao da atividade
da corrente retificadora de potéassio, que atua na fase inicial da repolarizacdo, o que influenciou
no formato e dura¢ao do PA, e deixou a célula mais despolarizada. Tal resultado pode justificar
variacoes no intervalo QTc, uma vez que essa corrente ¢ determinante na excitabilidade cardiaca
e nessa etapa do PA. Contudo, espera-se prolongamento do intervalo QT com diminui¢ao de
atividade da corrente retificadora de potdssio (Dhamoon & Jalife, 2005), o que ndo foi

observado no experimento com as cobaias. Lin et al. (2012) também registraram redu¢do da
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atividade da corrente retificadora de potdssio em miocitos de atrio esquerdo de coelhos
incubados com tecido adiposo do epicardio desses animais, além de maior atividade nas
correntes de sodio, de canais de célcio tipo L e corrente transiente de potassio. Contudo, mais
uma vez, ¢ importante lembrar que a avaliagdo com as cobaias foi in vivo, interferindo nos

resultados obtidos e pode variar ou diferir em relacdo a estudos in vitro.

Conforme ja mencionado, Ten Sande et al. (2017), ao analisar as diferencas entre
cardiomiocitos de ratos neonatos em co-cultura com meio condicionado de células estromais
derivadas do tecido adiposo de humanos, suinos e ratos, separadamente, encontraram redugao
de velocidade e aumento de heterogeneidade de condugdo com secretoma das trés espécies. A
cultura dos cardiomiocitos com o meio condicionado obtido das co-culturas s6 apresentou os
mesmos resultados com o material proveniente de suinos. Ainda, foi realizada cultura trans-
well, impedindo o contato entre os cardiomidcitos de ratos neonatos e o meio condicionado da
cocultura com secretoma suino, na qual houve redugdo da velocidade e aumento de
heterogeneidade de conducdo, mas em menor magnitude quando comparado a co-cultura.
Sendo assim, os pesquisadores ponderam que existem efeitos pardcrinos de fatores soliveis
produzidos pelo secretoma, mas que o contato entre as células amplifica esses efeitos. Pedrotty
et al. (2009), Askar et al. (2013) e Cartledge et al. (2015) igualmente relataram a existéncia de
efeitos paracrinos do secretoma do tecido adiposo ou de outros tipos celulares em células
cardiacas. Askar et al. (2013) e Pedrotty et al. (2009) relataram as consequéncias na condugao
celular, tais como aumento na dura¢ao do PA, maior atividade deflagrada, arritmias e redugao

do potencial de repouso. Novamente, pondera-se que se trata de estudos in vitro.

Alteragdes cardiacas sdo reconhecidas em varios tipos de envenenamentos por animais
peconhentos. No escorpionismo, pode ocorrer cardiomiopatia e diversos tipos de arritmias,
mediadas por ativagdo neuro-hormonal, liberacdo intensa de catecolaminas e estresse
miocéardico (Navinan & Wijeyaratne, 2024). O veneno de serpentes de diferentes espécies e
géneros também possui potencial de levar a distirbios cardiovasculares que podem culminar
em arritmias. A hipotensdo causada pelo veneno pode levar a danos cardiacos por reducao da
perfusdo; hé possibilidade de lesdes cardiacas secunddrias a coagulopatias; microangiopatias;
trombos; anemia hemolitica; trombocitopenia; estado pro-inflamatdrio por hipersensibilidade
ao veneno; danos a membrana celular dos cardiomidcitos; arritmias mediadas por toxinas,
dentre outros (Liblik et al., 2022). Semelhantemente ao envenenamento por cobras, o
loxoscelismo pode contribuir para possiveis complicagdes cardiacas por efeitos diretos ou

indiretos do envenenamento, tais como a redu¢do de perfusdo, distirbios hemostaticos e
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sensibilizacdo a componentes do veneno. Entretanto, ndo sdo complica¢des frequentes e ha
poucos relatos na literatura sobre o loxoscelismo e os distirbios cardiacos gerados por ele. De

toda forma, a aplicagdo do veneno foi capaz de elicitar arritmias nas cobaias estudadas.

E amplamente difundido na literatura que o secretoma do tecido adiposo epicardico
pode promover remodelamento eletromecanico do coragdo, reduzir a velocidade de conducao
e levar ao estabelecimento de bloqueios que favorecem arritmias por reentrada (Ernault et al.,
2021). Entretanto, ha uma relacao estreita entre o tecido adiposo epicardico e a obesidade,
fatores que ndo se aplicam ao experimento realizado com as cobaias. O TA secreta adipocinas,
que podem promover inflama¢ao e, em maior proximidade ao tecido cardiaco, como no caso

de gordura epicardico, geram efeitos mais proeminentes (Abed et al., 2013).

Embora tenham sido discutidos os efeitos negativos do secretoma na condugdo e
eletrofisiologia cardiacas e a possibilidade de gerar alteragcdes de ritmo, existem, em
contrapartida, indicios de que seu uso pode ser vantajoso. Liguori et al. (2025) realizaram a
aplicagdo intraperitoneal de hidrogel com matriz extracelular cardiaca descelularizada
associada a secretoma de TA em ratos com cardiomiopatia dilatada induzida por doxorrubicina.
Os animais tratados apresentaram menos fibrose miocardica e melhor hemodinamica
ventricular no ecocardiograma. O secretoma pode exercer efeitos antiapoptéticos, anti-
inflamatérios e antifibroticos nos cardiomiocitos ¢ no tecido endotelial. Sua acao
imunomodulatoria induz as cé€lulas vizinhas a liberarem citocinas benéficas (Ranganath et al.,
2012). O seu uso em contextos inflamatorios parece diferir do seu uso em individuos saudaveis,
como foi possivel observar pelos ECGs no grupo C e os ECGs no grupo D. Ainda, os danos
vasculares ocasionados pelo loxoscelismo (Oliveira-Lima et al.,, 2016) podem ter causado
prejuizos a perfusdo cardiaca e favorecido arritmias. Este efeito pode ter sido contrabalangado

pelo secretoma.
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6. Conclusoes

Esse trabalho foi o primeiro estudo clinico realizado com o loxoscelismo sistémico e
seus impactos cardiovasculares. O envenenamento loxoscélico provocou alteragdes cardiacas e
hematologicas relevantes, com efeitos agudos e prolongados. As evidéncias indicam que o
veneno pode interferir diretamente na eletrofisiologia cardiaca, causando disturbios mecanicos,
assim como de conducdo e arritmias. Além disso, o veneno gerou lesdes histologicas
compativeis com dano miocardico e alteragdes hematologicas, como trombocitopenia, que
também podem contribuir indiretamente para prejuizos na fungdo cardiaca. O soro
antiloxoscélico mostrou a¢do protetora parcial, enquanto o secretoma apresentou efeitos
ambiguos, sugerindo potencial terapéutico, mas também riscos a depender da sua agdo pr6 ou

anti-inflamatoria.

Os achados reforcam a complexidade da resposta fisiologica ao veneno de Loxosceles
intermedia e a terapia com secretoma, destacando a importancia de se considerar o contexto de
uso terapéutico. Novas investigagdes, com maior nimero de individuos, diferentes doses e
tempos de exposicdo, sdo necessarias para melhor elucidar os mecanismos envolvidos e as
possiveis aplicacdes clinicas seguras do secretoma em cendrios de cardiotoxicidade induzida

por toxinas.
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ANEXO — Protocolo do CEUA 131/2020

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

COMPROVANTE

Comprovamos o recebimento da solicitagdo de uso de animais para o projeto intitulado "Efeitos terapéuticos dos
produtos gerados pelas células tronco mesenguimais no loxoscelismo®, protocolo do CEUA: 131/2020 sob a
responsabilidade de Marilia Martins Melo gque envolve a produgdo, manutencio efou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino).
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