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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo verificar a eficdcia dos tratamentos com soro
antibotrépico, ar-turmerone e isocurcumenol por meio das alteragdes clinicas, hematolégicas e
hemostéticas em coelhos ap6s envenenamento experimental por Bothrops jararaca. Quarenta e
oito coelhos da raca Nova Zelandia, inoculados com 0,4mg/kg do veneno via intradérmica na
face lateral do membro posterior direito, foram divididos aleatoriamente em seis grupos de oito
animais: grupo | — vaselina tdpica no local da inoculacdo do veneno, duas vezes ao dia por 15
dias; grupo Il — ar-turmerone (1%) topico no local da inoculacdo do veneno, duas vezes ao dia
durante 15 dias; grupo Il — isocurcumenol (0,1%) tépico no local da inoculacdo do veneno,
duas vezes ao dia durante 15 dias; grupo IV — ar-turmerone (1%) topico no local da inoculagdo
do veneno, duas vezes ao dia durante 15 dias e soro antibotrépico diluido em Solucdo
Fisiol6gica 0,9% IM, dose Unica suficiente para neutralizar 0,4mg/kg de veneno; GV —
isocurcumenol (0,1%) topico no local da inoculacdo do veneno, duas vezes ao dia durante 15
dias e soro antibotropico diluido em Solugdo Fisiologica 0,9% IM, dose Unica suficiente para
neutralizar 0,4mg/kg de veneno; Grupo VI - soro antibotrépico diluido em Solucédo Fisioldgica
0,9% IM, dose Unica suficiente para neutralizar 0,4mg/kg de veneno. Os tratamentos topicos e
subcutaneos foram realizados 30 e 60 minutos apds a inoculagdo o veneno respectivamente. O
ar-turmerone e isocurcumenol topicos nao evitaram a formacéo de edema e halos hemorrégicos,
assim como a instalagdo de alteracfes locais. Os menores indices de lesdo dérmica foram
observados nos animais tratados com ar-turmerone, enquanto o soro antibotropico e suas
asociacdes ndo impediram a ocorréncia de ulceracfes dérmicas. O ar-turmerone apresentou agdo
superior sobre os tempos de coagulacdo e protrombina, enquanto o tempo de tromboplastina
parcial ativada permaneceu acima dos valores de referéncia em todos os grupos. Os exames
bioguimicos revelaram a concentracbes de AST e ALT maiores nos animais de Gll e GllI,
assim como os valores de CK. N&o foram evidenciadas alteracfes histopatoldgicas
comprovadamente relacionadas ao envenenamento botrépico nos rins, pulmao, coracgéo e baco.
O exame histopatoldgico da pele demonstrou dermatite necrética granulocitica aguda e extensa,
além da degeneracdo fibrindide da parede vascular. Os testes de ELISA foram capazes de
detectar veneno de Bothrops jararaca, 1gG produzida pelos coelhos, assim como a IgG eqliina
proveniente do soro antibotropico, além da maior permanéncia do veneno botrépico nos animais
tratados com o soro especifico. Conclui-se que o ar-turmerone e o isocurcumenol podem ser
utilizados como tratamento complementar tdpico na tentativa de minimizar as lesdes locais e
alteractes da hemostasia.

Palavras-chave — Soro antibotropico, ar-turmerone, isocurcumenol, Bothrops, coelho.
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ABSTRACT

The present paper has the primary objective of verifying the efficacy of antibothropic serum, ar-
turmerone and isocurcumenol treatments on haematological, hemostatics e locally induced
alterations under experimental Bothrops jararaca poisoning in rabbits. Forty eight new Zealand
rabbits were inoculated with 0,4 mg/kg of the venom IM, in the lateral side of the right leg, and
divided in six groups, with eight animals in each one, as follows: group | — Topic vaseline right
upon the inoculation site, twice a day, for 15 days; group Il — Topic ar-turmerone (1%) right
upon the inoculation site, twice a day, for 15 days; group Il — Topic iso-curcuminol (0,1%)
right upon the inoculation site, twice a day, for 15 days; group IV - Topic ar-turmerone (1%)
right upon the inoculation site, twice a day, for 15 days and antibothropic serum (IM) diluted in
0,9% saline, once, in a dose range enough to neutralize 0,4 mg/kg of venom; group V - Topic
iso-curcuminol (0,1%) right upon the inoculation site, twice a day, for 15 days and
antibothropic serum (IM) diluted in 0,9% saline, once, in a dose range enough to neutralize 0,4
mg/kg of venom; group VI - antibothropic serum (IM) diluted in 0,9% saline, once, in a dose
range enough to neutralize 0,4 mg/kg of venom. Ar-turmerone and isocurcumenol were
ineffective against oedema, hemorrhagic spots. Ar-turmerone showed better response on
coagulation factors. AST and ALT levels were higher in groups Il and I1l. Skin histopathologic
exam revealed extensive acute granulocitic necrotic dermatitis. ELISA test detected B. jararaca
venom, rabbit 1gG and horse IgG from antibothropic serum. This way, ar-turmerone e
isocurcumenol could be used as complementary topic treatments on bothropic envenoming.

Key-words - antibothropic serum, ar-turmerone, isocurcumenol, Bothrops, rabbit.
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1. INTRODUCAO

Na medicina humana, o acidente causado
pelas serpentes do género Bothrops destaca-
se por ser o de maior incidéncia (cerca de
90%) entre os casos de ofidismo (Fonteque
et al., 2001; Franco et al., 2001). Porém na
medicina veterinaria, estes dados sdo
estimados, pois nunca existiu a notificacao
obrigatéria, além do que os acidentes
ofidicos sdo de dificil diagndstico por
acontecerem na &rea rural (Mirtschin et al.,
1998).

Pesquisas realizadas em algumas regides
indicam semelhangas entre o numero de
pessoas e animais envenenados. Estudo
realizado por Bochner e Struchiner (2004)
demonstrou que no estado do Rio de Janeiro,
apenas em 50% dos acidentes envolvendo
homens e animais, houve declaracdo do
género ou espécie envolvida. Das serpentes
identificadas, mais de 98% pertenciam ao
género Bothrops, e destas 66% eram da
espécie B. jararaca.

A maior parte dos casos de acidentes
ofidicos ocorre nos meses de janeiro,
fevereiro e marco, periodo em que as
serpentes apresentam maior atividade em
busca de alimento e para reprodugdo.
Segundo Acosta de Pérez & Brem (1997),
na Argentina, 99,5% dos acidentes ofidicos
nos animais domésticos sdo causados por
serpentes do género Bothrops, e a espécie
canina € a mais acometida (76%), seguida
pelos bovinos (14%) e eqiinos (10%). No
Brasil, as espécies domeésticas mais sensiveis
ao veneno botrépico sdo os eqliinos e
bovinos (Melo et al., 2004).

As serpentes do género Bothrops, grupo
constituido por mais de 30 espécies,
pertencem ao reino Animalia, filo Chordata,
subfilo Vertebrata, classe Reptilia, ordem
Ophidia, superfamilia Viperoidea, familia
Viperidae e  subfamilia  Crotalinae.
Morfologicamente possuem cabeca
triangular apresentando pequenas escamas,

diferentes daquelas que recobrem todo o
corpo que sdo quilhadas, além de pupilas
verticais, indicando uma melhor adaptacdo a
visdo noturna. Uma caracteristica particular
dos tanatofideos brasileiros, com excegdo
das corais, € a presenca de fosseta loreal.
Esta estrutura esté localizada entre os olhos
e as narinas das serpentes e possui funcédo de
termorrecepc¢do, facilitando a adaptagdo do
ofidio a ambientes escuros, importante para
auxiliar na caga de pequenos roedores. Outra
importante caracteristica dos tanatofideos é
0 complexo aparelho inoculador de veneno,
constituido por dentes localizados na regido
anterior da cavidade bucal. Estes dentes se
projetam no momento do bote e quando o
animal estd com a boca fechada, eles se
postam perpendicularmente ao palato, com
movimento de dobradica (Alves et al., 1989;
Borges, 1999; Oliveira, 1999).

Os venenos das diferentes espécies de
ofidios sdo constituidos por uma complexa
mistura de enzimas, proteinas e peptideos.
Algumas destas substancias sdo comuns em
venenos de diferentes espécies. Todavia, as
enzimas proteoliticas estdo presentes em
concentragbes mais elevadas no veneno
botrépico (Hudelson & Hudelson, 1995a).
Nestes acidentes, as alteragdes clinicas mais
importantes se caracterizam por edema e dor
local e se devem as acBes proteoliticas do
veneno (Gutierrez e Lomonte, 1989,
Cardoso, 1990). O edema ocorre pela
atuacdo destas enzimas sobre substratos
diversos, causando lesdo tecidual (acéo
direta) e provocando a liberagdo de
substancias dos tecidos lesados, como
mediadores do processo inflamatério, que
ampliam a les&o (ag&o indireta).

A acdo proteolitica do veneno botropico é
responsavel pela destruicdo tecidual e
conseqiiente quadro severo de ulceracdo
dérmica local (Gutierrez e Lomonte, 1989,
Silva Junior, 2003). A ulceracdo dérmica
constitui o sinal local de maior importancia,
podendo atingir apenas 0 subcutaneo ou
comprometer estruturas mais profundas,
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como musculos, tendBes e ossos (Franca e
Fan, 1992). Pode ocorrer devido & acdo
direta de miotoxinas que afetam a
integridade da membrana plasmaética das
células do mdasculo esquelético e/ou
indiretamente pela acdo do veneno sobre a
rede vascular que leva a isquemia (Gutierrez
e Lomonte, 1989). No envenenamento
botrépico humano, a ulceragcdo dérmica é
uma complicacdo temivel, ocorrendo no
local da picada em cerca de 10% dos
acidentados (Franca e Fan, 1992). No
envenenamento botrépico veterinario, a
lesdo local com presenca de necrose cutanea
também ocorre em varias espécies animais
(coelhos, cédes, bovinos e equinos)
resultando 6bitos ou sacrificios desses, com
grandes prejuizos (Melo et al., 2004).

O tratamento classico instituido para evitar
0s sinais do envenenamento botrépico é
baseado no uso de soro especifico, eficaz na
reversao do quadro sistémico. Porém, a acéo
do soro ndo antagoniza os sinais locais
(Gutiérrez & Lomonte, 1989; Melo et al.,
2004). Em virtude da gravidade dos sinais
locais provocados pelo acidente botrépico, é
imperativa a busca de novos tratamentos,
auxiliares a administracdio do soro
antiofidico, gue proporcionem a
minimizacdo destes efeitos.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O objetivo deste trabalho foi comparar e
verificar a eficiéncia do ar-turmerone e do
isocurcumenol, substancias isoladas da
Curcuma longa, como tratamentos locais,
auxiliares ao soro antibotrépico, por meio
dos pardmetros clinicos e laboratoriais.

2.2. Especificos

Avaliar os efeitos locais do veneno de
Bothrops jararaca em coelhos tratados com
ar-turmerone, isocurcumenol, Soro
antibotrdpico e suas associagdes através de:

grau de edema;

halo hemorrégico;

ulceracdo dérmica;
histopatolégico de pele e
musculatura.

Avaliar ~ pardmetros  sistémicos  do
envenenamento botropico por meio de:

e contagem total e diferencial
de leucocitos, de eritrdcitos,
plaguetas, concentracdo de
hemoglobina, volume
globular, indices
hematimétricos;

e tempo de coagulacdo, tempo

de protrombina e
tromboplastina parcial
ativada;

e uréia, creatinina, creatina-
fosfotransferase (CK),
aspartato  aminotransferase
(AST) e alanino

aminotransferase (ALT);

e avaliacOes
anatomopatolégicas de
coracdo, pulmdo, figado,
baco, rins e pele.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Bothrops jararaca

Popularmente conhecida como Jararaca ou
Jararaca preguigosa, apresenta coloragdo
muito varidvel (dos tons acastanhados ao
preto), de agilidade notavel e grande
capacidade adaptativa, determinando a sua
grande distribuicdo. Alguns autores citam
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gue pode ser encontrada em todo o territério
brasileiro (Barravieira e Marques, 1990;
Borges e Araujo, 1998). Melgarejo (2003)
afirma que esta é a espécie mais comum na
regido sudeste e distribui-se do sul da Bahia
ao Rio Grande do Sul. Seu comprimento
médio é de 1,0 metro e a cada pari¢do
nascem de trés a 35 filhotes, com
aproximadamente 20cm (Janeiro-Cinquini,
2004) (Fig. 1).

Figura 1 — Serpente Bothrops jararaca (Fonte: Paulo Gabriel Pereira da Silva Junior)

3.2. O veneno botrépico

O veneno botrépico €é extremamente
complexo e constitui-se de uma mistura de
substancias, entre elas proteinas e peptideos
de pequeno peso molecular, correspondendo
a mais de 90% do extrato seco (Seegers e
Ouyang, 1979; Santoro e Sano-Martins,
1993; Meéndez, 1998). Entre outros
componentes incluem-se o citrato, ions
metalicos, carboidratos, nucleotideos e
pequenas quantidades de amino&cidos livres
e lipideos (Bieber, 1979; Freitas et al.,
1992). O citrato é o0 componente mais
abundante dos venenos ofidicos e sua fungao
é proporcionar estabilidade a toxina, ja que
inibe a acdo proteolitica das proteases
metalo-dependentes (Francis et al., 1992;
Freitas et al., 1992; Odell et al., 1998).
Apresentam ainda enzimas como proteases,
fosfolipase A, fosfodiesterases e 5’-
nucleotidases, que interferem diretamente o

processo hemostatico (Seegers e Ouyang,
1979; Markland, 1998). As enzimas
proteoliticas também estdo presentes em
concentracdes elevadas (Rosenfeld et al.,
1959; Hudelson e Hudelson, 1995a).

O veneno hotrépico pode apresentar
variagdes  decorrentes de  diferentes
localizagbes  geogréficas, fases  de
desenvolvimento e sexo dos animais
(Rosenfeld et al, 1959; Kouyoumdjian e
Polizelli, 1989; Ferreira et al., 1992; Furtado
et al., 2006). Entretanto Rocha e Furtado
(2005)  demonstraram  que  nenhuma
correlacdo pode ser feita entre a localizacéo
geogréfica e a predomindncia de uma
determinada acdo sobre o0s organismos
animais.

A variagdo na composicdo do veneno
também foi observada entre serpentes de
idades diferentes, com predominéncia da
atividade coagulante nos ofidios mais
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jovens. Essa acdo € decorrente da maior
concentracdo de ativadores de protrombina e
fator X (Rosenfeld et al, 1959; Kamiguti e
Hanada, 1985, Maruyama et al., 1990).

O grande dimorfismo sexual apresentado
pela B. jararaca é refletido na constitui¢do
do veneno. As fémeas, até cinco vezes
maiores que 0s machos, possuem
comportamento alimentar  caracteristico,
ingerindo mamiferos maiores, enquanto 0s
machos comem pequenos roedores. Apesar,
da maior producdo de veneno e capacidade
de inoculagcdo desse pelas fémeas, a
atividade edemaciante do veneno é
semelhante a dos machos. Em contrapartida
0 veneno da fémea é mais hemorragico e
causa menor mioulceracdo  dérmica,
diferentemente dos machos, que é menos
hemorragico e mais mionecrético (Furtado
et al, 2006).

N&o se conhece ao certo os mecanismos de
controle da sintese e secre¢do do veneno
pelas glandulas (Yamanouye et al, 1997). A
guantidade de veneno inoculada em cada
bote dependera do tipo de picada (defensiva
ou ndo), do tamanho do animal ofendido e
do estresse ao qual esteja submetido. Sabe-
se gue a serpente ndo injeta todo o veneno
em apenas um bote. A maior quantidade de
veneno extraido manualmente de uma B.
jararaca, fémea e adulta, foi de 197mg. Este
processo é capaz de retirar cerca de 75% do
veneno total. Neste mesmo trabalho ndo se
observou diferencas estatisticas entre a
quantidade de veneno produzida por adultos
e jovens, machos e fémeas (Puorto et al.,
1996).

3.3.1. Ac¢éo local do veneno botropico

A constituicdo variada dos venenos animais
permite grande variedade de efeitos
determinados ndo s6 pelas a¢des isoladas de
cada um dos seus componentes, mas
primordialmente, pela interacdo e sinergia
entre as fracdes.

Uma das principais caracteristicas do
acidente causado por serpentes do género
Bothrops é dor intensa e imediata. Tal
ocorréncia € relatada tanto em acidentes
envolvendo vitimas humanas (Gutiérrez,
1995), quanto em animais (Silva Junior,
2003).

A dor é consequéncia de alteracbes na
transdu¢cdo  nos  nociceptores,  sendo
modulada por mediadores inflamatoérios. A
hiperalgesia causada pelo veneno botrépico
¢ induzida e mediada por prostaglandinas,
leucotrienos e fator de agregacdo
plaquetéria, além de aminas biogénicas e
metaloproteases (Chacur et al., 2001).

A substancia responsavel pelo inicio do
processo de hiperalgesia é a bradicinina, que
por sua vez estimula a liberagdo de fator de
ulceracdo dérmica tumoral, interleucinas,
eicosandides e aminas simpatomiméticas,
sendo as duas Ultimas consideradas
mediadores finais da hiperalgesia. A
inoculagdo intraplantar do veneno de
Bothrops jararaca (5ug) em patas de ratos
determinou uma reducdo no limiar de dor,
observada com maior intensidade uma hora
ap6s a inoculacdo, decrescendo até
desaparecer com 24 horas. O uso de
icatibant, inibidor de receptores de
bradicinina (B; e B,) reduziu
significativamente a hiperalgesia. Tal
experimento evidenciou a fungdo da
bradicinina como mediadora da dor nos
envenenamentos botrépicos (Chacur et al.,
2002).

O edema local é um dos mais destacados
sinais clinicos apresentados por animais
picados por serpentes do género Bothrops.
Esta ocorréncia é multifatorial e se deve as
acOes dos diversos componentes da toxina.
O veneno botrdpico age sobre a vasculatura,
aumentando a permeabilidade dos vasos e
por sua vez levando ao extravasamento de
fluidos. As fosfolipases determinam a
liberagdo de histamina por mastocitos, assim
como causam lesbes nos diversos tipos
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celulares, com liberacdo de é&cido
araquidénico  pelos  fosfolipides  de
membrana. Tais fendmenos potencializam o
processo inflamatério de forma a diminuir a
eficiéncia dos tratamentos estabelecidos,
assim como o antiveneno, que se mostra
pouco eficaz na reversdio do quadro
inflamatorio (Gutiérrez e Lomonte, 1989;
Gutiérrez, 1990; Selistre et al., 1990; Moura-
da-Silva et al, 1996; Faria et al., 2001).

Outra conseqliéncia freqliente da inoculacéo
de veneno botrdpico é a formacao de bolhas.
A sua ocorréncia se deve a alteragbes em
varias camadas da pele, normalmente com
separacdo da juncdo derme-epiderme. Os
gueratindcitos ndo apresentam sinais de
citotoxicidade, sendo assim, as bolhas
decorrem da influéncia do veneno sobre a
matriz extracelular e componentes de adesdo
celular (Rucavado et al., 1998).

A necrose resultante das diversas agdes do
veneno botrépico é a mais dramaética das
seqlielas desta intoxicacdo, responsavel por
perdas definitivas de tecido e consequente
perda de fungdo e amputacOes (Rosenfeld,
1971). Sua ocorréncia, em um primeiro
momento, se deve a acdo de miotoxinas, que
possuem estrutura semelhante a fosfolipase
A,. Posteriormente outros fatores como o
edema e a acdo de hemorraginas atuam
sinergicamente na potencializacdo da
formac&o de ulceracdo dérmica (Gutiérrez et
al., 1984).

A andlise histolégica de fragmentos de
masculo de ratos que receberam a
inoculacdo de 20ug de veneno botropico
diluido em 0,1ml de salina resultou em uma
extensa  mioulceracdo  dérmica, com
recuperacao ao sétimo dia ap6s a inoculacao.
Algumas areas apresentaram a substituicdo
do tecido muscular por tecido de granulacdo
e tecido fibroso. O tecido muscular
regenerado apresentava fibras de didmetro
inferior as normais (Gutiérrez e Lomonte,
1989; Gutiérrez et al, 1986).

A ulceracdo dérmica se instala mesmo nos
envenenamentos menos graves e que
recebem tratamento adequado. Ferreira
Junior e Barraviera (2001) relataram

acidente  envolvendo um cdo que
apresentava sinais clinicos de
envenenamento classificado como

moderado, que mesmo recebendo soro
antiofidico polivalente de uso veterinario
(Vencofarma) trés horas depois do
envenenamento,  exibiu  dois  pontos
ulceracdo dérmica no local envolvido.

A inoculacdo de miotoxinas em patas de
camundongos determinou dificuldades na
movimentagcdo destes animais, embora
nenhuma hemorragia tenha sido observada.
As primeiras alteracbes morfoldgicas locais
sdo observadas apés 15 minutos e sdo
caracterizadas por degeneragdes focais com
perda da membrana plasmatica dos miécitos
(Gutiérrez et al., 1984; Gutiérrez e Lomonte,
1989; Gutiérrez et al., 1990; Gutiérrez et al.,
1991).

A lesdo de células musculares ocasiona o0
aumento plasmatico de creatina kinase (CK),
enzima responsavel por disponibilizar ATP
para a contracdo muscular através da
fosforilacio de ADP a partir da creatina
fosfato (Cardinet Ill, 1997). O pico
plasmético de CK ocorre entre uma e trés
horas ap6s a injecdo de miotoxinas
botropicas. A avaliacdo da regeneragdo do
tecido se mostra normal, diferentemente do
gue acontece quando se inocula o veneno
bruto. Esta diferenca na recuperacéo se deve
a lesdo de vasos, impedindo o processo de
cicatrizacdo tecidual (Gutiérrez et al., 1984;
Gutiérrez et al., 1989; Gutiérrez et al., 1990;
Gutiérrez et al.,, 1991). A inoculagdo
perimuscular do veneno de B. jararacussu
em ratos causou a concentracdo plasmatica
de CK dose dependente, ou seja, quanto
maior a dose de veneno, maior é a lesdo
muscular e consequentemente,  maior
concentracdo de CK. O mesmo aumento foi
observado utilizando-se a mesma dose de
veneno em volumes variados. Quanto maior
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o volume de veneno, maior a lesdo causada
(Calil-Elias et al., 2002).

O envenenamento causado por serpentes do
género Bothrops causam intensa reacéo local
que ao final leva a ulceracdo dérmica. Este
tecido desvitalizado pode ser infectado
secundariamente  por  microrganismos
originarios da flora oral do ofidio,
ocasionando  abscessos.  Entre  estes

microrganismos destacam-se as
enterobactérias  (Morganella  morganii,
Proteus rettgeri, Enterobacter sp. e

Escherichia  coli) e estreptococos
(Enterococcus sp. e Bacteroides sp.) (Jorge
e Ribeiro, 1997; Quiroga et al., 2000).

3.3.2. Acdo sisttmica do veneno
botrépico

Entre as principais de causas de Obito
decorrentes do envenenamento botrépico se
destaca a insuficiéncia renal aguda. Esta
patologia ocorre  secundariamente  as
alteragOes renais em razdo de formagédo de
trombos,  vasoespasmos, OU  mMesmo
decorrente da agéo direta do veneno lesando
0S Vvasos sanguineos que irrigam 0S rins.
Tais alteragGes levam a ulceragdo dérmica
tubular aguda, ulceracdo dérmica cortical e,
ocasionalmente, a glomerulonefrite (Amaral
et al., 1985, Amaral et al., 1986; Havt et al.,
2001). O uso de antiveneno ndo se mostra
eficiente na prevengdo do desenvolvimento
de les@es renais (Amaral et al., 1985).

As causas das lesdes renais permanecem
obscuras e alguns experimentos buscam
detalhar a fisiopatologia deste
envenenamento (Barbosa et al., 2002). Entre
os achados histopatoldgicos nos rins de ratos
que receberam veneno de B. moojeni
intravenoso estdo picnose dos nucleos das
células dos tdbulos proximais, vacuolizacdo
dos citoplasmas e em alguns tabulos,
degeneracdo e descamagdo de células
necroticas (Boer-Lima, et al., 1999; Boer-
Lima, et al., 2002).

Devido as metaloproteinases, cavalos podem
apresentar laminite aguda caracterizada por
separacdo da membrana lamelar do casco
das células basais da epiderme. Esta
patologia ndo se restringiu ao membro
acometido e se estendeu ao membro
contralateral, enfatizando o carater sistémico
deste envenenamento (Acosta de Pérez et
al., 2006).

O envenenamento botrépico é responsavel
por alteracBes hematoldgicas e hemostaticas
graves. Nas diversas espécies estudadas,
observou-se uma diminui¢cdo do nuamero de
hemécias, do hematdcrito e dos niveis de
hemoglobina (Sano-Martins, 1990; Sano-
Martins et al., 1995; Soerensen et al, 1995;
Takahira, 1996; Silva Junior, 2003). Tais
achados se justificam pelo extravasamento
de sangue por acdo das hemorraginas, que
sdo  potentes  metaloproteinases  que
degradam proteinas da matriz dos vasos e
em consequéncia, rompem o0s capilares
(Franceschi, 1990; Melo et al., 2004;
Gutiérrez et al., 2005). A acdo das
metaloproteinases sobre a membrana dos
vasos capilares foi demonstrada pelas
toxinas hemorragicas de B. atrox, que
degradam os componentes da matriz
extracelular dos vasos capilares como o
colageno e a laminina (Maldelbaum, 1990).
A acdo hemorrégica do veneno das serpentes
do género Bothrops causa hemorragias
locais e sistémicas. Os sinais sistémicos
observados sdo a gengivorragia, hematdria,
equimoses em locais distantes a picada, e
sangramentos em feridas recentes, sendo
descritos também hemoptise, epistaxe,
sangramento conjuntival e hematemese
(Franca e Fan, 1992; Jacome, 2002; Santos,
2002; Silva Junior, 2003).

A inoculacdo de 100ug de veneno de B.
jararaca, por via intravenosa em caes,
causou leucocitose, neutrofilia, linfopenia e
monocitose (Sano-Martins et al., 1995;
Arruda et al., 2003). As mesmas alteracfes
foram verificadas por Takahira (1996). Estas
alteracBes se atribuem ao intenso processo
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inflamatdrio local, além da liberacdo de
mediadores inflamatorios. A agdo de
enzimas do veneno botrépico em
fosfolipideos de membranas celulares pode
levar & liberagdo de acido araquidénico, que
uma vez liberado, é convertido em

prostaglandinas, tromboxanos e
prostaciclinas, através da via catalisada pela
cicloxigenase; ou em acido

hidroxieicosatetraendico e leucotrienos,
derivados da via catalisada pela lipoxigenase
(Franga e Fan, 1992; Farsky et al., 1997).

Muitas interacdes entre fracGes do veneno
botropico e o sistema hemostéatico foram
descritas: 1) coagulacdo do fibrinogénio; 2)
degradacdo do fibrinogénio; 3) ativacdo do
plasminogénio; 4) ativacdo da protrombina
(fator I1); 5) ativagdo do fator V; 6) ativacgéo
do fator X; 7) atividades anticoagulantes,
incluindo, inibicio da formacdo do
complexo da protrombinase, inibigdo da
trombina e fosfolipases; 8) atividade
hemorrégica; 9) degradagdo dos inibidores
das proteases séricas; 10) indugdo da
agregacdo plaquetaria e 11) inibicdo da
agregacdo plaquetéria, incluindo as a-
fibrinogenases, fosfolipases e desintegrinas
(Markland, 1998).

O sistema hemostatico € muito influenciado
pelo  veneno  botrépico. A  acdo
anticoagulante deve-se ao consumo de
fibrinogénio pela atividade de fragdes
similares & trombina, fragBes ativadoras da
protrombina e fragdes ativadoras do fator X,
que levam a formacdo de trombina
intravascular. Com a formacdo de trombos
intravasculares ocorre 0 consumo de
fibrinogénio por ativacdo do sistema
fibrinolitico. Além disso, as proteases
produzem fibrindlise e fibrinogendlise
(Rosenfeld et al., 1959; Kaiser e Michl,
1971; Sano-Martins, 1990; Kamiguti et al.,
1991; Franca e Fan, 1992; Sano-Martins et
al., 1995; Roodt et al., 1996; Laing e Moura-
da-Silva, 2005). Os transtornos da
coagulacdo iniciam-se aos 30 minutos
posteriores a inoculacdo do veneno nos caes

(Koscinczuk et al., 1995). Santos et al.
(2003a) relataram aumento dos tempos de
coagulacdo, protrombina e tromboplastina
parcial ativada em cdes ap0s inoculacdo de
veneno de Bothrops alternatus. Com o
consumo de fibrinogénio, podem ocorrer
hemorragias sistémicas, ou ndo, dependendo
de leséo no endotélio dos vasos. A presenca
de hemorraginas no veneno, capazes de lesar
as células endoteliais, combinadas com a
incoagulabilidade do sangue agravam o
estado do paciente (Kouyoumdjian, 1990).

A incoagulabilidade sangliinea, que ocorre
mais frequentemente quando o acidente é
causado por serpentes jovens, € atribuida ao
consumo de fibrinogénio produzido pelas
fragoes “thrombin-like”. Além disso, alguns
venenos podem ativar os fatores X e Il
acarretando a formacgdo intravascular de
trombina (Sano-Martins, 1990).

A trombocitopenia que ocorre em
envenenamentos botrépicos se deve a varios
fatores como a Botrocetina, que é um
componente do veneno que atua sobre as
plaquetas, produzindo agregagdo plaquetaria
ao mimetizar os componentes ativos da
matriz subendotelial, causando a unido do
fator de wvon Willebrand com as
glicoproteinas plaquetarias; a Trombocetina,
que igualmente possui atividades de
agregacdo; a efeitos fisiol6gicos normais das
plaguetas em aderirem ao vaso endotelial
lesado, e a producdo de prostaglandia E; e
tromboxano A, pela fosfolipase A, que
também promovem a agregacdo plaquetéria
(Sano-Martins, 1990; Kamiguti et al., 1991;
Hudelson e Hudelson, 1995a; Roodt et al.,
1996).

3.3. Tratamento do envenenamento
botrépico

3.3.1. Soro antibotropico

O soro antibotropico é constituido por uma
solugdo purificada de imunoglobulinas e
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destaca-se como o melhor e mais eficiente
tratamento para os envenenamentos ofidicos,
sendo utilizado ha mais de 100 anos. Foi
produzido na Franca, no final do século
XIX, de forma pioneira para uso terapéutico
por Calmette, Phisalix e Bertrand. Estes
pesquisadores  acreditavam no  carater
universal deste imunoterdpico, entretanto,
Vital Brazil, no inicio do século XX
demonstrou a especificidade dos soros
antiofidicos, passando a produzir os soros
para as serpentes brasileiras e determinando
0 abandono do medicamento importado da
Europa. Esta mudanga diminuiu
drasticamente a mortalidade de humanos,
que era estimada em 50% em 1901 para
25% em 1906. Apds quatro décadas o0s
indices se apresentavam entre 2,6 a 4,6%
(Calmette, 1894; Soerensen, 1990; Wen,
2003).

Para as serpentes do género Bothrops, o
tratamento instituido até trés horas apds a
picada, evita a morte do ofendido. A terapia
iniciada entre 24 e 48 horas apds a picada,
apenas salvaria a vida do paciente
(Kocholaty et al., 1968; Rosenfeld, 1979,
Viana, 1983; Schvartsman, 1992; Soerensen
et al., 1993; Kosciunczuk et al., 1995; Roodt
et al., 1996; Chippaux e Goyffon, 1998).

Para adequada distribuicdo e maior
efetividade, sua infusdo deve ser
integralmente por via endovenosa. Da
mesma forma que o soro ministrado por via
endovenosa rapidamente fica biodisponivel,
as reacgoes de hipersensibilidade instalam-se
mais precocemente e de forma mais intensa.
Os soros inoculados por via intramuscular
ou subcutdnea demoram cerca de quatro
horas para que sejam completamente
distribuidos  (Kocholaty et al., 1968;
Schvartsman, 1992; Soerensen et al., 1993;
Kosciunczuk et al., 1995; Chippaux e
Goyffon, 1998).

A terapia baseada no antiveneno é raramente
contra-indicada, entretanto  pode  ser

inapropriada para pacientes com histérico de
anafilaxia. Alguns centros médicos utilizam
pré-tratamentos com o objetivo de reduzir a
probabilidade de reacGes agudas adversas. O
uso profilatico de 0,25ml de adrenalina
(1:1000) antes da infuséo do soro diminuiu
significativamente a ocorréncia de reacbes
adversas em humanos, além de ser uma
droga de custo reduzido e sem contra-
indicagdes (Premawardhena et al., 1999). O
uso de prometazina (25mg) se mostrou
ineficiente na profilaxia das reag0Oes
anafilaticas e anafilactoides. Tal ineficacia
pode ser responsabilizada pela falta de acédo
da droga sobre os receptores H, (Fan et al.,
1999).

A aplicacdo pode ser feita juntamente com
fluidos intravenosos variando com a
severidade dos sintomas e numero de
ampolas a serem fornecidas. A dose a ser
fornecida esta diretamente relacionada aos
sintomas clinicos e localizacdo da picada.
N&o existe dose maxima de soro, sendo que
a dose é calculada pelo monitoramento dos
sintomas e eficacia do tratamento, através de
exames neurologicos, fisicos e de
coagulopatias, descontinuando o tratamento
com o fim do progresso do envenenamento
(Hudelson e Hudelson, 1995b).

Com a correta aplicacdo do soro, a reversdo
dos efeitos sisttmicos € bem sucedida,
embora a neutralizagdo dos efeitos locais
seja mais complicada, podendo originar
sequelas permanentes (Gutierrez e Lomonte,
1989). O uso de soro antibotropico na dose
de 10 vezes a dose indicada foi responsavel
pela reversdo das alteragbes hemodinédmicas
comuns no envenenamento (Santos et al.,
2000). Um importante fator para a
prevencdo da ulceracdo dérmica local é o
tempo que decorre desde a picada até o
inicio do tratamento com o antiveneno
(Villarroel et al., 1978/79; Viana, 1983). A
avaliacdo dos quadros locais de 130
pacientes  envolvidos em  acidentes
botropicos realizada por Wen (2000),
indicou que o uso do soro de 3 a 4 horas
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apos a picada ndo se mostrou eficaz na
reversdo do quadro local, diferentemente da
boa acdo notada nos parametros sistémicos.
Esta ineficacia ndo pode ser atribuida a dose
insuficiente de soro, jA& que em todos os
casos o soro foi adequadamente fornecido.
Portanto 0o soro ndo  neutraliza
adequadamente as reagdes locais induzida
pelo veneno mesmo quando administrado
imediatamente apds o acidente. Segundo
Chacur et al. (2000) a ineficacia em reverter
a sintomatologia local do veneno botrépico
ndo se deve a auséncia de anticorpos
especificos, mas a rapida liberagdo de
mediadores quimicos responsaveis pela
hiperalgesia e edema. A utilizagdo do
antiveneno para mensuracao da hiperalgesia
e formagdo de edema provocados pelo
veneno de B. jararaca (5ug) em ratos foi
ineficiente. Os animais que ndo receberam
tratamento apresentaram 0s picos da
formacdo do edema e hiperalgesia uma hora
apos a inoculacdo do veneno. O soro s6 foi
efetivo quando aplicado antes da inoculagdo
do veneno e nos grupos que receberam o
imunoterapico logo apds a inoculacdo ou
depois de 15 minutos, sendo observada uma
reducdo do edema, entretanto este efeito ndo
foi completamente abolido (Picolo et al.,
2002). O 6bito é a conseqliéncia mais temida
nos acidentes botrépicos, mais que a
amputacdo de membros, que é muito
frequente (Ribeiro e Jorge, 1997).

3.3.2. Fitoterapicos

A exposicdo de pessoas e animais aos
diversos tipos de envenenamento faz com
gue se busquem novas tentativas de
obtencdo de tratamentos provenientes de
plantas. Algumas espécies de plantas
utilizadas na medicina tradicional possuem
substancias que atuam neutralizando o0s
efeitos de venenos de serpentes. O uso de
plantas para este fim é reconhecido desde o
século XIX, sendo que recentemente passou
a receber uma maior atencdo da comunidade
cientifica. Muitos séo os relatos do sucesso
obtido com tratamentos fitoterapicos,

embora 0s seus principios ativos ainda nao
sejam totalmente conhecidos, assim como
suas acOes. Atualmente, este procedimento
ndo foi abandonado, visto que ainda existem
dificuldades na fabricacdo e distribuicdo do
antiveneno, e da pronta assisténcia medica,
além do custo elevado deste tratamento.
Experimentos séo conduzidos e,
primariamente  visam  determinar a
capacidade destas plantas, sejam fornecidas
por via oral ou tdpica, de evitar a morte dos
animais envenenados, objetivando uma
triagem daquelas que possuem uma melhor
acdo. Os efeitos de cada fragdo que
constituem as plantas, normalmente ndo séo
avaliados (Brito e Brito, 1993; Pereira et al.,
1993; Gottlieb e Borin, 1997; Mors, 1997;
Rossi-Bergman et al., 1997; Mors et al.,
2000; Harvey, 2003).

No Brasil, a pesqguisa baseada na
etnofarmacologia € um grande desafio,
principalmente quando consideramos as
condi¢bes geograficas no pais. A vasta
extensdo territorial permite a ocorréncia de
varios tipos de relevo e clima, determinando
a ampliddo de vegetagdes. Destaca-se entre
estas vegetacbes a floresta amazénica,
riquissima em espécies vegetais e alvo de
desmatamentos e queimadas, que por sua
vez levam & extin¢do de vegetais. Essa perda
é irrepardvel e muitos deles desapareceram e
desaparecerdo da Terra antes de um estudo
de seus componentes e suas acgOes
farmacoldgicas (Brito e Brito, 1993).

3.3.2.1. Curcuma longa

A Curcuma longa, uma das 70 espécies do
género, é um vegetal que pertence a familia
Zingiberaceae, perene, que se distribui pelas
regides tropical e subtropical do planeta.
Extremamente cultivada em paises asiaticos,
possui grande importancia econémica na
Malasia, Indonésia e india, e devido a este
fator, &€ muito estudada. Utilizada como
especiaria, é responsavel por conferir sabor
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picante a pratos das mais variadas culinarias,
principalmente a indiana, sendo um dos
constituintes do curry, juntamente com a
pimenta, o coentro, gengibre, cravo-da-
india, cardamomo, cominho e noz moscada,
desempenhando  importante  papel na
conservacdo dos alimentos. Na Medicina
Ayurvedica e na Medicina tradicional
Chinesa é utilizada para o tratamento de
desordens hepaticas e biliares (Deters et al.,
1999; Luper, 1999; Scott, 1999; Deters et al
2000; Song et al., 2001; Deters et al 2003;
Mahakunakorn et al., 2003; Sasaki et al.,
2003), imunomodulador (South et al., 1997;
Xia et al, 2006), antineoplasico
(Aratanehemuge et al., 2002; Kawamori,
1999), hipoglicémico (Kuroda, 2005),
anorexia, coriza, tosse, feridas, reumatismo e
sinusite (Ammon e Wahl, 1991; Araljo e
Leon, 2001; Singh et al., 2002).

Distribuida pelas regides tropicais da Asia e
Africa, possui rizomas que variam das
formas oblongas a ovais, dos quais sdo
extraidas, apOs sua secagem, substancias
potencialmente medicinais, entre elas estdo
0s pigmentos, Oleo essencial, A&cidos
organicos, resina e amido. Utilizada para o
tratamento de afeccfes estomacais, possui
principios como  tbnico  estomacal,
semelhante ao gengibre, estimulando a
secrecdao de suco gastrico, facilitando a
digestdio de inapetentes e dispépticos.
Também é utilizada nos casos de gastrite
cronica e hipocloridria, além de possuir
propriedades colagogas e carminativas
(Luper, 1999; Singh et al., 2002).

O uso popular desta planta é também
indicado no tratamento de colicas
gastrointestinais, flatuléncia, hemorragias,
hematdria, dismenorréias, desordens
biliares, coriza, tosse, reumatismo, sinusite,
feridas de diabéticos, além das propriedades
antiinflamatorias e hepatoprotetoras que sao
amplamente difundidas (Deters et al. 1999;
Dinkova-Kostova e Talay, 1999; Luper,
1999; Deters et al. 2000; Rasmussen, et al.,
2000; Aradjo e Leon, 2001; Martins, 2001;

Song, et al., 2001; Aratanechemuge et al.,
2002; Singh et al., 2002; Deters et al. 2003;
Mahakunakorn et al., 2003; Ram et al. 2003;
Sasaki et al., 2003).

Alguns estudos indicam a agdo de
componentes da C. longa no tratamento de
leishmaniose. Tal uso se mostra como uma
alternativa ao tratamento tradicionalmente
instituido, visto que esse apresenta alta
toxicidade além de ndo ser totalmente
efetivo (Koide et al., 2002; Saleheen et al.,
2002; Alves et al., 2003).

Para o melhor entendimento das ac6es da C.
longa, obrigatoriamente se tornou necessario
o fracionamento de seus componentes. O
avancar das pesquisas permitiu melhor
conhecimento de alguns principios ativos
como a curcumina, que pode chegar a
constituir até cerca de 6% da raiz seca, alem
de oOleos volateis, como a turmerona,
atlantona e zingiberona. Estes 6leos podem
ser 0s componentes ativos primarios da C.
longa em  determinadas  condigdes.
Adicionam-se a estas substancias aglcares
(glicose e arabinose), proteinas e resinas
(Luper, 1999; Singh et al., 2002).

As reagbes toxicas da C. longa ndo sdo
relatadas quando fornecidas para 0 homem e
animais, assim como ndo Sse comprovou
mortalidade ou teratogenicidade em
qualquer dose de extrato alcodlico ou de
curcumina, quando oferecidas a ratos,
camundongos, porquinhos-da-india e
macacos. A Curcuma kwangsinensis,
espécie muito semelhante & C. longa,
também apresentou toxicidade muito baixa,
embora tenha sido possivel o calculo da
DLs do extrato etandlico (86.8 + 12g/kg) e
do oleo essencial (1.10 + 0.08g/kg) (Luper,
1999).

O ancestral uso da C. longa como
terapéutico despertou a curiosidade de
pesquisadores e a tornou fonte de pesquisas,
principalmente aguelas que exploram as suas
propriedades antiinflamatorias,
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demonstrando a sua capacidade na reversao
deste processo (Ammon e Wahl, 1991,
Aradjo e Leon, 2001; Jang et al., 2001; Kim
et al., 2001; Singh et al., 2002; Lee et al.,
2003; Ram et al.; 2003; Shishodia et al.,
2003).

Entre as diversas a¢des da C. longa, destaca-
se a acdo antiinflamatéria. A curcumina
possui a caracteristica de modular a a¢do da
ciclo-oxigenase em tecidos tumorais. A
ciclo-oxigenase estd envolvida na sintese de
prostaglandinas e por conseqiiéncia na
cascata do acido araquidonico.
Diferentemente dos antiinflamatdrios néo
esterdides, a curcumina ndo produz
nenhuma toxicidade gastrintestinal, mesmo
guando fornecida em altas doses, mostrando
uma consideravel vantagem sobre 0s agentes
sintéticos. Outros estudos demonstram que a
curcumina fornecida juntamente a dieta
inibe significantemente a fosfolipase A,,
fazendo com que iniba a liberagdo de &cido
araquidénico a partir de fosfolipidios,
alterando tanto a atividade de ciclo-
oxigenase quanto de lipo-oxigenase,
modificando, por fim, o0s niveis de
prostaglandina E,. Existem evidéncias que
indicam que o mecanismo de agdo da
prostaglandinas, alterando também a acéo da
atividade da lipo-oxigenase e de seus
produtos (Kawamori et al., 1999; Braga et
al., 2003).

O isolamento do ar-turmerone e f-
turmerone, sesquiterpendides dos rizomas de
Curcuma zedoaria, permitiu a identificacdo
da atividade destas substancias como
inibidoras da sintese de prostaglandinas a
partir de lipopolissacarideos, assim como a
sintese de Oxido nitrico. Tal atividade €
dose-dependente e foi testada em cultura de
macrofagos de camundongos (RAW264.7).
Os indices de citotoxicidade do ar-turmerone
e B-turmerone foram menores que o obtido
para Cefecocib, que é um inibidor especifico
para ciclo-oxigenase-2 (Hong et al., 2002).

O fracionamento do extrato metanolico
obtido dos rizomas da C. zedoaria resultou
em compostos que se mostraram capazes de
inibir a liberacdo do fator de necrose tumoral
o (TNF- a), um dos responsaveis pela
faléncia circulatoria associada ao choque
séptico, produzido por macréfagos ativados.
Tal propriedade explica parcialmente a
atividade antiinflamatéria da C. zedoaria
(Jang et al., 2001). A atividade fagocitaria
de macréfagos se mostrou aumentada em
culturas  celulares (RAW264,7) que
receberam fragdes parcialmente purificadas
de C. zedoaria (Kim et al., 2001).

A acdo antiveneno da C. longa foi pela
primeira vez comprovada por Cherdchu e
Kalrson (1983) na inativacdo parcial da
neurotoxina de Naja naja siamensis. A
eficiéncia deste vegetal também foi testada
no envenenamento causado por serpentes do
género Bothrops. Fonseca et al. (2004)
demonstraram a agdo dos extratos aquosos
de C. longa e do Kalanchoe brasiliensis na
reducdo da formacdo do edema, halo
hemorréagico e ulceracdo dérmica causados
por veneno de B. alternatus. O mesmo efeito
satisfatorio ndo foi visto por Melo et al.
(2005) quando testaram a aplicacdo topica
do extrato de Calendula officinalis.

Os estudos preliminares da C. longa e seus
efeitos antiofidicos satisfatorios fizeram com
gue houvesse uma necessidade de se
identificar os principios bioativos deste
vegetal. O fracionamento de rizomas e
folhas feito por destilacdo deu origem a
6leos voléteis que, por sua vez, submetidos
as técnicas de cromatografia resultaram na
identificagdo de 52 fracOes, sendo o ar-
turmerone (figura 2) o componente presente
em maior quantidade (Singh et al, 2002). A
potencial acdo antiveneno foi verificado por
Ferreira et al. (1992), assim como as suas
acOes sobre linfocitos e células NK. O
ensaio  mensurou a atividade anti-
hemorrégica do ar-turmerone sobre o veneno
de B.jararaca, utilizando o método de
Kondo et al. (1960). Os coelhos foram
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inoculados, por via intradérmica, com a
mistura de diferentes concentracbes de ar-
turmerone (30, 40, 50, 60 e 70 pg) e 10ug de
veneno botrépico, diluidos em 100ug de
salina. Os animais foram sacrificados trés
horas pos-inoculagdo. O fitoterapico foi
eficiente na neutralizacdo da formacdo dos
halos hemorragicos subcutaneos. Além
disso, foi capaz de diminuir a resposta
inflamatoria com a reducdo de proliferacéo
de linfocitos e inibicdo da atividade de
celulas NK.

NS

A acdo do ar-turmerone em diminuir a
letalidade do veneno de Crotalus durissus
terrificus foi medida pela inoculacdo de
camundongos por via intraperitoneal, de
uma mistura de 12,5ug de veneno e de ar-
turmerone (70, 60, 50, 40 e 30ug) em 100ug
de salina. O resultado obtido mostrou que
houve reducdo de até 70% da letalidade
(Ferreira et al., 1992).

Figura 2 — Estrutura molecular do ar-turmerone

A aplicacdo do extrato aquoso de C. longa
(10%) demonstrou desempenho superior
quando comparado com outros tratamentos
antiinflamatorios, sendo indicado como
tratamento  complementar a0 soro
antiofidico, diminuindo a intensidade da
ulceracdo dérmica instalada em cdes (Santos
et al., 2003a).

-
-
-

N&o existem dados na literatura referentes as
propriedades medicinais do isocurcumenol
(fig. 3), principalmente como tratamento de
envenenamento ofidico, ja que este principio
ativo foi isolado e identificado ha poucos
anos.

OH
\

Figura 3 — Estrutura molecular do isocurcumenol

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

O experimento foi conduzido no biotério
localizado no Hospital Veterinério, da
Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais, em Belo
Horizonte.
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Foram utilizados 78 coelhos (Oryctolagus
cuniculus) da ragca Nova Zelandia adultos,
machos, pesando aproximadamente 1,0kg,
fornecidos pelo setor de cunicultura da
Fazenda Experimental da Escola de
Veterindria da Universidade Federal de
Minas  Gerais.  Foram identificados
aleatoriamente, numerados na face interna
da orelha, com caneta hidrografica atdxica, e
posteriormente  alojados em  gaiolas
apropriadas (90cm Xx 90cm X 40cm),
recebendo &gua e racdo comercial peletizada
(Coelhil RY) ad libitum (Harkness e Wagner,
1993; Couto, 2002). Os animais foram
submetidos a um periodo de adaptacdo e
observacao das condi¢es de saude por uma
semana. Na rotina didria do manejo dos
animais, no periodo da manhd, estavam
inclusos a limpeza do local com &gua e a
higienizacdo das gaiolas, bebedouros
automaticos e reposicdo do alimento
consumido.

Os animais foram tratados conforme normas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e Codigo
de Etica no Uso Cientifico de Animais. O
protocolo deste estudo foi aprovado sem
restricdes pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo  Animal (CETEA) da
UFMG em 04/05/2005 sob o protocolo n°.
003/05 (Anexo 1).

Devido a grande diversidade de valores de
referéncia hematolégicos e bioguimicos, foi
estabelecido um grupo de 30 coelhos,
criados nas mesmas condicBes dos animais
que  efetivamente participaram  do
experimento. Os resultados obtidos foram
utilizados para as comparagdes entre animais
que nao receberam veneno botrdpico e
aqueles envenenados. A escolha por fazer
um grupo que forneceria os valores de
referéncia se deu em funcdo do reduzido
peso dos animais  submetidos ao
envenenamento e posterior tratamento. A
padronizacdo dos pesos se fez necessaria no

1 socil

sentido de também padronizar o volume de
veneno aplicado em cada coelho. Sendo
assim, todos os animais receberam a mesma
dose de veneno diluida em um volume de
solucdo idéntico, minimizando a variagao
das lesbes, ja que volumes maiores podem
causar lesdes mais extensas (Calil-Elias et
al., 2002).

4.2. Inoculagéo do veneno

O veneno dessecado e refrigerado de
Bothrops jararaca, obtido por extragéo
manual de espécimes de propriedade da
Professora Maria Lducia, foi diluido em
solucdo fisiolégica de cloreto de sédio 0,9%
na proporcao de 5,0mg para cada 1,0ml de
salina. Para determinacdo da dose foram
utilizados 48 coelhos que receberam
diferentes doses de veneno, sendo escolhida
aquela que causou a instalagdo do quadro de
sintomas locais em um curto periodo de
tempo sem determinar a morte dos animais.

Apés a tricotomia e anti-sepsia da face
lateral do membro posterior direito, com
auxilio de agulha hipodérmica, foi
administrada, por via intradérmica, na
profundidade de 0,5cm, a dose de 0,4mg/kg
de peso corporal em 48 animais (figura 4). A
dose de veneno aplicada teve como objetivo
causar apenas alteraces locais sem maiores
envolvimentos sistémicos.

Dos 48 animais, 12 (dois de cada grupo)
foram sacrificados, 48 horas apés a
inoculagdo do veneno, para avaliagdo dos
exames anatomo-histopatolégicos. Portanto,
para avaliacdo dos sinais clinicos, exames
hematoldgicos, coagulograma, bioguimica
sérica e ELISA foram utilizados os valores
médios de 36 animais.
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Figura 4 — Inoculagdo intradérmica do veneno de Bothrops jararaca

4.3. Grupos experimentais Constituiram-se seis grupos experimentais,
com seis animais cada, de acordo com as
propostas de tratamento:
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Tabela 1 — Esquema de tratamento

|
INICIO DO VIAS DE

GRUPO TRATAMENTO TRATAMENTO DOSE ADMINISTRACAO

1,0mg cobrindo o local da
| Vaselina? 60 minutos inoculagdo
(2 x dia por 15 dias)

Tépica

1,0ml cobrindo o local da
I Ar-turmerone 1% 60 minutos inoculagio Tépica
(2 x dia por 15 dias)

1,0ml cobrindo o local da
60 minutos inoculagdo Tépica
(2 x dia por 15 dias)

1l Isocurcumenol 0,1%*

1,0ml para cada 5mg de
veneno inoculado
(dose Unica)

Soro antibotrépico® 30 minutos Face lateral do membro Subcutanea
v + + posterior esquerdo +
Ar-turmerone 1%° 60 minutos + Topica
1,0ml cobrindo o local da
inoculagéo

(2 x dia por 15 dias)

1,0ml para cada 5mg de
veneno inoculado
(dose Unica)

Soro antibotrépico® 30 minutos Face lateral do membro Subcutanea
\Y + + posterior esquerdo +
Isocurcumenol 0,19" 60 minutos + Topica
1,0ml cobrindo o local da
inoculagdo

(2 x dia por 15 dias)

1,0ml para cada 5mg de
30 minutos veneno inoculado Subcutanea
(dose Unica)

vi Soro antibotrépico®

2 Vaselina

¥ Isolado no Laboratério de Quimica da Escola de Veterinaria de Hannover — Alemanha (Prof. Dr.
Gerhard G. Habermehl)

* Merck

® Fundac&o Ezequiel Dias - FUNED
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A utilizagdo da vaselina como tratamento e
meio de dissolucdo do ar-turmerone e
isocurcumenol se deveu em funcdo da
orientagdo do Prof. Dr. Gerhard G.
Habermehl. A manipulacéo das pomadas foi
feita na Escola de Farméacia — UFMG.

Exames
Clinicos 0 1 2
(T
15 | 30
Momentos | zero
min

4.4. Avaliacdo das lesdes locais

Os exames para avaliacdo das lesGes locais

realizaram-se  nos  seguintes  tempos:
imediatamente antes da inoculagdo do
veneno  (tempo  zero) visando 0

estabelecimento dos valores de referéncia,
aos 15 e 30 minutos, uma, duas, quatro, seis,
12, 24, 30, 36, 48, 54 e 60 horas e aos trés,
quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, 11,
12, 13 e 14 dias, totalizado 25 exames
(Figura 5).

Figura 5 — Quadro dos momentos de realizacdo dos exames clinicos

A estimativa do grau de edema foi
mensurada através da realizacdo de dobra
cutanea na regido que recebeu a inoculacdo
do veneno botrdpico. Para tal procedimento
utilizou-se um paquimetro plastico, com o
qual foram realizadas trés medidas
consecutivas e, posteriormente, calculada a
média para fim de andlise (figura 6a).

Os halos hemorragicos e as ulceracOes
dérmicas foram avaliados com uma régua de
gabaritos circulares, medindo-se o didmetro
da lesdo em centimetros (figura 6b).

Todas as mensuracdes foram realizadas pela

mesma pessoa, excluindo assim alteragbes
nos critérios de avaliacéo.
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Figura 6 — (A) leitura da espessura da dobra cutanea, (B) régua de gabaritos circulares para a medida de

halos hemorragicos e ulceragdes dérmicas.
4.5. Coleta de material

Para a avaliagdo dos  pardmetros
hematolégicos e bioquimicos clinicos,

foram realizadas coletas sanguineas nos
seguintes tempos:

Coletas 1 2 3

4 5

Momentos | 6 horas | 48 horas

5 dias

Figura 7 — Quadro dos momentos de realizagao das coletas hematoldgicas

O sangue foi coletado na veia marginal da
orelha (Harkness e Wagner, 1993; Malley,
1996) e parcelado em trés amostras
colocadas respectivamente em um tubo sem
anticoagulante para a realizagdo do tempo de
coagulacdo; um tubo siliconizado contendo
EDTA (sal dissddico do &cido etileno
diamino tetra-acético) a 10% como
anticoagulante para a realizagdo do
hemograma e contagem de plaquetas; e o
terceiro e ultimo tubo também siliconizado
contendo como anticoagulante o citrato de
sodio 10% para a realizacdo da
determinagdo dos tempos de protrombina
(TP) e de tromboplastina parcial ativada
(TTPa). Em seguida, as amostras foram
encaminhadas e processadas nos
Laboratdrios de Toxicologia e de Patologia
Clinica do Departamento de Clinica e
Cirurgia da Escola de Veterinaria da UFMG.

Os tempos de protrombina (TP) e de
tromboplastina parcial ativada (TTPA)

foram mensurados logo apos as coletas com
a intencdo de diminuir as possiveis
interferéncias decorrentes das condigdes de
armazenamento.

4.6. Exames complementares

A contagem total de eritrocitos, leucécitos e
plaquetas, concentracdo de hemoglobina e
volume globular, foram realizadas no
laboratério TECSA em contador eletrénico
ABX Vet®.

Foram realizados esfregacos sanglineos
para a contagem diferencial de leucdcitos
segundo Ferreira Neto et al. (1981).

O tempo de coagulacdo foi medido pelo
método Lee e White (1913). A determinacao
dos tempos de  protrombina’ e

® ABX Diagnostics
"REPLASTIN - Labtest
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tromboplastina parcial ativada® foi feita com
banho-maria e crondémetro utilizando-se Kkits
comerciais.

Os exames bioquimicos séricos, uréia’,
creatinina®, creatina-fosfotransferase™,
aspartato aminotransferase (AST) e alanino
aminotransferase (ALT)" foram avaliados
por colorimetria utilizando-se também Kits
comerciais.

4.7. Exames anatomopatoldgicos

Doze coelhos (dois de cada grupo) foram
eutanasiados 48 horas ap6s inoculagcdo do
veneno de B. jararaca, utilizando-se injecéo
de pentobarbital sédico® na dose de
150mg/kg de peso vivo na veia marginal da
orelna (Harkness e Wagner, 1993). A
escolha deste momento para o sacrificio se
deveu ao carater agudo do envenenamento
botropico, procurando identificar  as
alteracOes locais e sistémicas. Em seguida,
0s animais foram necropsiados, verificando-
se a ocorréncia de lesGes macroscopicas.
Coletou-se fragmentos de pele na regido que
recebeu a inoculagdo do veneno botropico,
do mdsculo adjacente a lesdo cutanea
(quadriceps vasto lateral), coracdo, pulmao,
figado, baco e rins. Posteriormente, foram
imersos em formol 10% e encaminhados ao
Setor de Patologia da Escola de Veterinaria
da UFMG, onde foram embebidos em
parafina, seccionados a 5um e corados com
hematoxilina e eosina.

4.8. Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o pacote estatistico
SAS (2000) e adotando-se um nivel de
significancia de 5%. Antes de serem feitas

8 APTTEST ELLAGICO - Wiener

® Teste Colorimétrico Uréia Enzimatica - Bioclin
10 Creatinina Teste Colorimétrico - Bioclin

! Creatina Fosfotransferase (CPK) - Doles

12 Transaminases Colorimétrica - Bioclin

as analises de comparacdo entre médias foi
realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov
para detectar, se as varidveis trabalhadas no
estudo. apresentavam distribui¢do normal.

As varidveis que ndo apresentaram
distribuicdo normal foram submetidas a uma
andlise de variancia seguida do teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis e Friedman.
Nos dados com distribuicdo normal foram
realizadas analises paramétricas utilizando-
se o teste de Skott-Knott para comparacéao
entre as médias dos grupos em cada tempo
(Sampaio, 1998).
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagéo das lesdes locais

Todos os animais apds a inoculagdo do
veneno botrépico se mostraram mais
apaticos, relutantes em se movimentar e
conseqlientemente, reduziram a ingestdo de
alimentos.

Apds a inoculagdo intradérmica do veneno
de B. jararaca ocorreu  aumento
estatisticamente significativo na espessura
da dobra da pele dos animais. Este ocorreu
de forma mais precoce em Gll e GllI, sendo
possivel esta distingdo em T1 (15 minutos).
O surgimento de diferenca na espessura com
significancia em fase posterior ocorreu em
GV (isocurcumenol e soro antibotrépico) em
T8 (24 horas). Em Gl apenas houve
diferenca estatisticaem T7, T8 e T9 (12 a 30

horas). Nos animais do grupo Ill, este
aumento se mostrou  estatisticamente
significativo em T1 (15 minutos),

permanecendo esta diferenca até T10 (36
horas). O tratamento com ar-turmerone
(grupo 1) ndo impediu o aumento da
espessura, sendo que, apés 15 minutos (T1)
esta observacdo ja4 se fazia significativa

permanecendo desta forma até 36 horas
(T10), destacando-se os valores anotados
uma e duas horas (T3 e T4) pds-inoculacao,
0s maiores observados até este momento
entre todos o0s grupos. Nos animais dos
grupos 1V, V e VI (grupos com tratamentos
topicos e com antiveneno), 0s maiores
valores ocorreram em T8 e T9 (24 e 30
horas). No sétimo dia (T18) um animal do
grupo IV apresentou uma medida da dobra
cutanea maior que as observadas nos outros
animais, alterando o valor médio desta
variavel neste grupo, sendo este valor o
maior observado em todo o experimento
(Tabela 2).

Entre os grupos observou-se que Gl
apresentou aumento significativo em T13
(60 horas), GIl em T3 e T4 (uma e duas
horas), Glll em T7 (12 horas), GIV nos
tempos quatro, seis, sete, 11, 12 e 18 (duas,
seis, 12, 48, 54 horas e sete dias), GV em T7
(12 horas), assim como GVIem T11, T12 e
T13 (48, 54 e 60 horas).

Nenhum animal, at¢ o Uultimo dia de

observacdo, retornou aos valores de dobra
cuténea medidos em TO.
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Tabela 2 — Valores médios das dobras cutaneas (cm) de coelhos apds inoculagdo do veneno de Bothrops
jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-turmerone
1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro antibotrépico
(GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Gl GlVv GV GVI
TO 022 B a 026 B a 018 <c a 023 Do a 025 c a 026 B a
T1 029 B a 033 B a 032 A a 029 o a 030 ¢ a 032 8B a
T2 031 B a 036 A a 031 A a 034 Do a 029 c a 028 B a
T3 033 B b 04 A a 033 A b 032 0o b 030 ¢ b 033 B b
T4 031 B b 04 A a 030 A b 037 ¢ a 034 ¢ b 031 B b
T5 032 B8 a 036 A a 034 A a 037 ¢ a 033 ¢ a 032 8B a
T6 032 B a 03 A a 025 B b 033 D a 032 <c a 039 A a
T7 042 A a 041 A a 036 A b 038 ¢ b 032 ¢ b 041 A a
T8 041 A a 038 A a 040 A a 042 B a 042 A a 042 A a
T9 041 A a 039 A a 037 A a 042 B a 042 A a 042 A a
T1I0 034 B a 036 A a 03 A a 033 D a 030 c a 035 A a
T11 033 B8 b 032 B b 032 A b 039 ¢ a 031 ¢ b 037 A a
T12 032 B8 b 032 B8 b 031 A b 037 ¢ a 031 c¢c b 037 A a
T3 031 B8 b 035 A a 034 A a 038 ¢ a 028 ¢ a 037 A a
T14 032 B a 031 B a 032 A a 036 ¢ a 037 B a 037 A a
Ti5 031 B8 a 032 B a 033 A a 032 b0 a 036 8 a 031 8B a
Ti16 030 B a 030 B a 029 A a 029 D a 033 c a 032 B a
T17 031 8 a 031 8 a 030 A a 030 Db a 029 c¢c a 031 B a
T18 032 B8 b 030 B8 b 030 A b 048 A a 028 c b 033 B b
T19 032 8 a 032 B a 032 A a 032 b0 a 0322 ¢ a 032 8B a
T20 032 B a 029 B a 030 A a 03 D a 028 c a 029 B a
T212 032 B8 a2 032 B a 026 B a 028 b0 a 030 ¢ a 030 B a
T22 031 B a 032 B a 030 A a 032 D a 030 c a 030 B a
T23 032 8 a2 032 B a 030 A a 032 0o a 030 ¢ a 030 B a
T24 030 B a 033 B a 031 A a 034 D a 030 c a 030 B a
T25 029 B a 031 B a 0,31 A a 034 Db a 030 c¢c a 030 B a

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na linha e minGsculas distintas na coluna diferem

estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.
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As ocorréncias de éareas de coloracdo
violacea em torno do ponto de inoculagdo do
veneno de B. jararaca foram de surgimento
rapido e intenso, tendo sido notadas
imediatamente ap0s a inocula¢do do veneno
em todos os animais (Fig. 8). Os animais do
GIl (ar-turmerone) apresentaram maior
persisténcia dos halos  hemorragicos,
ocorrendo até o terceiro dia (T14).

Os animais que apresentaram esta lesdo por
um periodo menor foram os pertencentes ao

GVI. Os maiores halos foram notados no
GV (isocurcumenol e soro antibotropico) as
12 e 24 horas apo6s a inoculacdo (T7 e T8).
Os animais dos grupos onde houve
associagdo entre as fracGes da C. longa e o
soro antibotropico apresentaram maior grau
de halos hemorragicos médios mensurados
durante  todas as  observacbes do
experimento (tabela 3).
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Figura 8 — Aspecto da lesdo causada pela inoculagdo intradérmica do veneno de Bothrops jararaca em
coelhos de GI. 10 minutos (A), 10 horas (B), 24 horas (C), 48 horas (D), 96 horas (E) e 168 horas (F)
apos a inoculagéo
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Tabela 3 — Valores médios dos halos hemorragicos (cm) de coelhos apds inoculacdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro

antibotrépico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gl Glll

GIV GV GVI

TO 0,00 " 0,00 “ 0,00
T1 10,00 “* 16,00 “* 12,00
T2 12,00 “ 14,00 “ 12,00
T3 1400 " 12,00 “ 12,00
T4 1400 “* 12,00 “* 10,00
T5 9,00 “* 12,00 “ 10,00
Te 9,00 " 12,00 “* 9,00
T7 10,00 “® 900 “*® 10,00
T8 000 “° 600 “* 900
T9 000 “* 800 “ 7,00
T10 0,00 “*® 900 “® 1800
T11 0,00 “* 800 “ 9,00
T12 0,00 “* 800 " 0,00
T13 0,00 “* 500 “ 0,00
T14 000 “* 500 “ 0,00
T15 0,00 “* 0,00 “ 0,00
Ti6 0,00 “* 0,00 “* 0,00
T17 000 “* 000 “ 0,00
T18 0,00 “* 0,00 " 0,00
T19 0,00 “* 0,00 “ 0,00
T20 0,00 “* 0,00 " 0,00
T21 000 “* 000 “ 0,00
T22 0,00 “* 0,00 " 0,00
T23 0,00 “* 0,00 “ 0,00
T24 0,00 “* 0,00 " 0,00
T25 0,00 “* 000 “ 0,00

Aa

Aa

Aa

Aa

Aa

Aab

Aab

Aab

Aa

Aa

000 “* 000 " 0,00 "™
18,00 “ 16,00 “ 800 "
18,00 “ 1500 " 12,00 “
18,00 “* 14,00 “* 20,00 “
18,00 “* 14,00 “* 1500 “
18,00 " 14,00 “ 16,00 "
1500 “A* 12,00 “* 14,00 *
1500 “* 32,00 * 000 "
12,00 “* 30,00 “* 0,00 *
12,00 “ 000 “* 000 "
000 " 000 “ 000 *
000 “* 000 " o000 "
000 “* 000 " 0,00 "
000 " 000 " 000 ™
000 " 000 " 000 ™
000 “* 000 " 000 "
000 " 000 " 0,00 "
000 " 000 " 000 ™
000 " 000 " 000 ™
000 “* 000 " 000 "
000 " 000 " 0,00 "
000 “ 000 “ 000 ™
000 " 000 " o000 "
000 “* 000 " 000 "
000 “* 000 " 0,00 "
000 " 000 “ 000 ™

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

A média das ulceragbes dérmicas dos
animais do GVI se mostrou maior e
significativamente diferente dos demais
grupos em T6 (seis horas), assim como GV
em T12 e T16 (54 horas e cinco dias).

O surgimento de ulceragcBes dérmicas
ocorreu de forma mais precoce nos animais
pertencentes ao GIV (ar-turmerone e soro
antibotropico), sendo possivel nota-las aos
15 minutos apo6s a inoculagdo (T1), embora
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esta diferenca ndo tenha sido significativa

estatisticamente.

Houve diferenca estatistica em T6, no qual 0
GVI se diferenciou de Gl e GIIl. Em T7 os

grupos cinco e seis diferenciaram-se de Gl.
Em T12 o grupo cinco apresentou média
maior e significativamente diferente de Gll e
em T16 a média do grupo cinco também foi

maior que GlII (tabela 4).

Tabela 4 — Valores médios das ulceragdes dérmicas (cm) de coelhos ap6s inoculacdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro
antibotropico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll GllI GIV GV GVI
To 000 A * o000 A~ * 000 ~ ® 000 A & o000 " * 000 ~ @
T1 000 ~ ® o000 ~ * o000 *~ * 033 ~ ® o000 ~ @ 000 ~ @
T2 000 A~ * o000 ~ * 000 ~ ® 033 A~ * o000 A~ * o000 ~ @
T3 000 ~ * o000 ~ * 000 ~ *® 033 “~ * o000 ~ * o000 “~ @
T4 000 ~ * o000 ~ * 000 ~ ® 033 A~ & o000 A~ * 000 ~ @
T5 000 ~ ® o000 ~ * o000 * * 033 ~ ® 133 A @ 167 A~ @
T6 000 ~ * 167 ~ ® 000 A~ * 250 A ® 167 A ® 750 A D
T7 000 ~ ® 350 A ® 150 A ® 433 A ® gg3z A b 7090 A D
T8 467 ~ * 350 A~ * 317 " @ @33 A & 83 A @ 700 A *
T9 483 ~ @ 350 A ® 350 " & 83 B @ 83 A @ 583 A @
T1I0 583 A * 367 ~ * 400 " ® 567 A @ 650 A * @17 A @
T11 683 ~ * 367 ~ * 433 " @ g7 B 2 50 B¢ @ 33 A @
T12 600 ~ *® 367 ~ ® 517 B ® @97 A ® 7590 B b g33 A @b
T13 633 ~ @ 283 A @ 400 “® ® 600 ~ @ 700 ~ * 567 A~ 2@
T14 617 ~ * 417 ~ * 400 " @ 533 A @ 33 A @ 550 A @
T15 600 ~ * 417 ~ * 400 " ® 517 A @ 683 A @ 683 A @
Ti6 483 ~ ® 350 A ® 250 AB @ 433 A @ gop A P 533 A @
T17 417 ~ ® 350 ~ @ 267 “B 2 367 A 2@ 567 A 2 417 A @
T8 217 ~ * 317 A * 267 " @ 333 A & 467 A & 433 A @
T19 133 ~ @& 250 A @& 233 A & 9g3 A @ 997 A @ 383 A @
T20 033 ~ * 300 A~ * 033 " @ 150 A @ 150 A * 233 A @
T21 083 ~ @ 033 A @ (033 " @ 033 A @ 20 ~ * o000 * °
T22 083 “~ % o000 ~ * 000 ~ ® 033 A~ * 10 A~ * 000 ~ @
T23 067 ~ * o000 ~ * 000 ~ ® 033 ~ * o050 ~ * 000 ~ @
T24 067 ~ * o000 ~ * 000 “~ *® 000 “~ * o000 ~ * o000 “~ @
T25 067 “~ & o000 “~ @ 000 ~ ® o000 “~ @& 000 ~ * o000 * °

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e minGsculas distintas na linha diferem

estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.
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5.2. Avaliagédo da hemostasia

A avaliagdo do tempo de coagulacdo
mostrou que em GI houve diferenca em T1,
T4 e T5 (seis horas, 48 horas e 14 dias). Em
GIl as maiores médias se deramem T2 e T4
(48 e nove dias), e as menores em T6 e T7
(21 e 30 dias), todas estatisticamente
diferentes. Em GIll as menores médias
foram observadas em T1 e T7 (seis horas e
30 dias). O grupo de animais tratados com
ar-turmerone e soro antibotrépico mostrou
diferenca estatistica em T1 (seis horas) e no
grupo que recebeu a associacdo do
imunoterapico e isocurcumenol a diferenca
se deu em T7 (30 dias).

Entre os grupos a diferenca ocorreu no T1
(seis horas) em relagéo a GIV, em T6 no GllI
(21 dias), e em T7 (30 dias) em Gl e GV.

O menor tempo de coagulagdo médio

considerando-se todos o0s tempos foi
constatado em GIIl  (isocurcumenol).
Entretanto, o0s animais deste grupo
apresentaram  dificuldade  maior  no

estancamento da hemorragia ap6s a coleta
de sangue para a realizagdo dos exames
hematolégicos e bioquimicos (tabela 5).

Todas as médias permaneceram dentro dos
valores de referéncia determinados para este
experimento (341,17+136, 16s).

Tabela 5 — Valores médios do tempo de coagulagdo (segundos) de coelhos ap6s inoculagdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro

antibotropico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll GllI GIV GV GVI
Tl 22550 B 2 23817 ® ® 19433 B 2 14283 B ° 24217 A * 19533 A
T2 33417 ~ * 32233 " * 26217 * * 26050 ~ * 27333 A * 25083 A
T3 27867 ~ 2 24167 ® * 23150 * * 24500 ~ * 23817 ~ * 25717 A
T4 25000 B * 32833 " * 28633 ~ ® 28583 A * 25483 A * 23550 A
TS 22333 B 2 25583 B @ 23900 * * 241,67 ~ * 24800 ~ * 25183 *
T6 30733 ~ 2 22000 © ° 24933 A * 22300 ~ * 26233 A * 27417 A
T7 29917 A 2 21900 © ® 19560 ® ® 32183 ~ * 19083 © ° 23033 A

Médias seguidas com

letras mailsculas distintas na linha e mindsculas distintas na coluna diferem

estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

O tempo de protrombina permaneceu dentro
dos parametros de referéncia estabelecidos
durante todo o periodo experimental
(6,93+2,90s). Em T1 e T4 (seis horas e nove
dias) houve diferenca estatistica entre GIV e
GllI, assim como em T5 (14 dias) entre GllI
e GV, eem T6 (21 dias) entre GVl e GI.

Em GI houve diferenca entre T5 e T7. Os
animais tratados com ar-turmerone (GlI)
apresentaram diferenca entre T4 e T7. Em

GV a diferenca ocorreu entre Tl e T4 e T7.
No grupo de animais que receberam o soro
antibotropico a diferenga significativa
ocorreu entre T3 e T6 (tabela 6).

O menor tempo de protrombina médio
considerando-se todos o0s tempos foi
constatado em GVI (soro antibotropico),
seguido por GIV (isocurcumenol), enquanto
0s maiores tempos medios foram obtidos
nos animais de GlII (ar-turmerone).
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Tabela 6 — Valores médios do tempo de protrombina (segundos) de coelhos apés inoculacdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro

antibotrépico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll GllI GIV GV GVI
T1 717 " ® 767 " @ 767 A ® 533 A P gop A ® g33 AB @
T2 650 " * 633 " * 68 * * 617 ~ * 667 " * 550 ~° @
T3 667 " * 650 “® * 683 ~ * 600 ~ * 683 " 2 783 A *
T4 683 " * 867 ~ * 717 A *® 620 A ° 900 A *® 50 "B
T5 817 ~ ® 1067 " ® 17 ~ * 600 A ® 583 AB ® 467 A8 O
T6 733 " * 600 " * 17 A * 33 A ® 5g3 AB @ 497 B O
T7 567 ® * 500 ® * 617 * * 617 ~ * 517 ® * ©5g7 “° @

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na linha e minGsculas distintas na coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

Todas as médias de tempo de tromboplastina
parcial ativada se mostraram acima dos
valores de referéncia estabelecidos para os
animais deste experimento (9,33+1,85s).

Em GIlI os maiores tempos observados se
deram em T5 e T6 (14 e 21 dias).
Diminui¢bes do tempo de tromboplastina
parcial ativada ocorreram em GIIl nos
tempos cinco, seis e sete (14, 21 e 30 dias),
em GIV nos tempos um e dois (6 e 48 horas)
e em GV nos tempos seis e sete (21 e 30
dias) todos estatisticamente significativos.
Em T1 (seis horas) houve diferenca

estatistica entre GV e GVI, sendo que o
valor apresentado neste momento por GV
foi o menor entre todas as médias. Em T2
(48 horas) os menores valores observados
foram nos grupos Il e IV, fato que se repetiu
em T4 (9 dias). Em T6 (21 dias) os animais
de GII (tratados com ar-turmerone voltaram
a se diferenciar estatisticamente
apresentando 0  menor tempo de
tromboplastina parcial ativada nesta coleta.
Aos 30 dias (T7) apenas o Gl apresentou
média estatisticamente diferente dos outros
grupos (tabela 7).
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Tabela 7 — Valores médios do tempo de tromboplastina parcial ativada (segundos) de coelhos apds
inoculacdo do veneno de Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI),
isocurcumenol 0,1% (GIII), ar-turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro
antibotropico (GV) e soro antibotrépico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Gl GIV GV GVI
TL 2683 ~ ® 2183 A ¢ 2800 ~ " 1883 B °© 3533 A * 2600 *
T2 3067 “ ® 2000 ©® ° 2867 A * 2033 B ° 2550 B @ 2550 A
T3 29,00 ~ * 2417 ~ ® 2550 “~ @ 2333 A @ 2467 B * 2217 A
T4 2900 * * 2167 ~ ° 2783 A ® 2640 ~ * 2483 B ° 2300 *
T5 3183 ~ @ 2520 B ¢ 2500 B ° 2483 “A ° 2517 B P 2283 A
T6 3167 ~ @ 2920 ©® © 2383 B ° 2383 A ° 2117 © * 2167 A
T7 2633 * * 2040 © ¢ 2067 ® ® 2367 A * 2050 ¢ " 2100 *

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na linha e minGsculas distintas na coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

A contagem total de plaquetas se mostrou
acima dos pardmetros de referéncia
(279,96+124,92 mm®) em Gl no T1, G4 no
T2eT7,GVnoT2, T5eT6, e em GVI em
T1, T2, T3 e T4. A trombocitopenia foi
observadaem Glllno T4eem G4em T7.

A maior contagem média de plaquetas totais
foi obtida em GVI (soro antibotrépico), com
diferenca estatistica em T1, T2, T3 e T4
(seis horas, 48 horas, cinco e nove dias),
alémdeemGlem Tl,emGIVem T3 e T7
eemGVemTl1,T2,T3, T4 T5eT6.

Os grupos que receberam 0O SOro
antibotrépico como tratamento (nico ou em
associacdo com o0s tratamentos tOpicos
(GVI, GIV, GV) mostraram as maiores
médias totais de plaquetas computados em
todos os tempos Tal fato pode ser
confirmado pelas diferencas estatisticas de
GIV em T7 (30 dias), GV em T4, T5e T6
(nove, 14, 21 e 30 dias) e GVIem T1, T3 e
T4 (seis horas, cinco e nove dias). As
menores médias originaram-se dos grupos
que receberam apenas as fracbes como
tratamentos topicos (Gl e GlII) (tabela 8).
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Tabela 8 — Valores médios de contagem de plaguetas (mm?®) de coelhos ap6s inoculacdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro
antibotrépico (GVI) em diferentes tempos.

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7

Gl Gll GlllI GIV GV GVI
560.33 A @ 31167 ~ " 20033 A " 35883 © P 36867 A P 50883 A
20867 B P 34883 A ?® 21500 ~ ¢ 49117 ® * 41017 ~ ?® 51617 A
21200 B ¢ 36233 A P 16983 B ¢ 30433 A P 36333 ~ ° 62500 A
20433 B P 23400 B " 12883 © ¢ 27783 © P® 387.00 A ?® 44500 A
26450 B P 20650 B ¢ 16060 © ¢ 33050 B ?# 43983 A ?* 39933 B
28750 B P 16000 ¢ ¢ 20167 B ¢ 25233 © P 49833 A @ 27600 B

20267 B P 14820 © ¢ 22300 A P® 49333 A ?® 23967 B ° 31017 B

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na linha e minGsculas distintas na coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

5.3. Avaliagdo da bioguimica serica estatisticamente diferentes de T3 e T7 que
por sua vez diferiram de T4, T5 e T6.

A mensuracdo da uréia sérica revelou

aumento estatisticamente significativo no T1 No primeiro tempo avaliado os grupos trés e
(seis horas) de todos 0s grupos com excecao quatro diferiram dos demais, assim como
do GV (isocurcumenol associado ao soro GllI e Gl nos tempos dois e trés, Gl e GlI
antibotrépico), no qual ndo houve diferenga nos tempos quatro e cinco, Gl e GIV no
entre nenhum dos sete tempos. Em Gl e GllI tempo seis e Gl na Gltima coleta aos trinta
houve diferenca em nos tempos quatro, dias apos a inoculagdo do veneno botropico
cinco, seis e sete, em Gll a diferenca se deu (tabela 9).

em T6 e T7, enquanto a mesma ocorreu de

T2 a T5 no grupo que recebeu a associacio Os resultados obtidos na avaliagdo da uréia
de ar-turmerone e isocurcumenol. No grupo estiveram dentro dos valores de referéncia
seis 0s tempos um e dois foram tracados para este experimento (48,36 +

13,87mg/dl).
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Tabela 9 - Valores médios de uréia (mg/dl) de coelhos apés inoculacdo do veneno de Bothrops jararaca
tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-turmerone 1% e soro
antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro antibotrépico (GVI) em

diferentes tempos.

Gl Gll GllI GIV GV GVI
T1 2431 ° ° 3061 ~ ° 3474 A * 2970 * ° 2363 ~ ° 4396 *
T2 26,73 B ° 4174 A * 2732 A ® 2290 B P 1922 A ® 3915 ~
T3 2634 B ° 3616 A * 2249 A ® 1955 B 2286 A P 2713 B
T4 4567 ~ @ 4146 ~ ° 1720 ® ® 2030 B ° 1694 A ® 1653 ©
T5 3708 ~ @ 3774 A * 1812 B ® 2146 B ° 1729 A ® 1994 °©
T6 3837 ~ @ 2189 B ° 1770 B ® 2749 A ? 1842 A * 1876 °©
T7 41,72 ~ * 1862 ©® ¢ 1629 B ° 3033 ~ P 2053 A ¢ 2829 B

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na linha e minasculas distintas na coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

Os resultados obtidos na avaliacdo da
creatinina estiveram dentro dos valores de
referéncia tracados para este experimento
(1,01 +£0,20mg/dl).

Os aumentos de creatinina significativos
ocorreram em T6 e T7 no grupo trés. Em T1,
0 grupo cinco apresentou uma diminuicao
significativa, assim como o T6 de grupo dois
(tabela 10).

Tabela 10 - Valores médios de creatinina (mg/dl) de coelhos ap6s inoculacdo do veneno de Bothrops
jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlIl), ar-turmerone
1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro antibotrdpico

(GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll GllI GIV GV GVI
TL 078 * ® 084 *~ * 08 ~ ® 093 ~ @ 057 ® ® o087 * @
T2 080 ~ * 076 ~ * 08 ~ * 079 ~ ® 068 “~ * 082 * *
T3 072 ~ * 074 ~ * 083 ~ ® 076 ~ @ 073 ~ ® 08 ~ °@
T4 065 ~ * 069 ~ * 076 ~ ® 075 ~ 2 071 ~ * 067 * °®
T5 068 ~ * 064 ~ * 071 ~ * 066 “ ® 069 ~ * 065 * @
T6 076 ~ * 052 ® ° 119 B ® o079 ~ 2@ 069 ~ * 069 * @
T7 08 ~ * 060 ~ * 103 B ° 077 A~ * 074 A * 074 * ?

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na linha e minGsculas distintas na coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

A mensuracdo de ALT mostrou diferenga
estatistica significativa em Gl
(isocurcumenol) em T6 (21 dias). No GVI
ocorreu diferenca entre T1 (seis horas) e T4
(nove dias). Entre os tempos a diferenca
estatistica ocorreu em T6 (21 dias) no grupo

trés e em T7 (30 dias) houve diferenca entre
Gl e GllI (tabela 11).

As médias de ALT do grupo trés ficaram
além dos valores de referéncia (20,07+8,36
U/ml) nos tempos cinco e seis, assim como
em T4 no grupo cinco e em T6 em GVI.
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Tabela 11 - Valores médios de alanina aminotransferase (U/ml) de coelhos apés inoculagdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro

antibotrépico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Gl GIV GV GVI
T1 1841 ~ * 2148 ° * 2908 * ?® 2354 ~ * 1935 * ?® 1489 ° @
T2 2489 ~ * 2410 *~ * 2280 ~ * 19,00 ~ * 1933 ~ * 1722 ° °
T3 1891 ~ 2 2468 "~ * 2473 ~ * 2044 ~ * 2585 B P 2049 B P
T4 1852 ~ ? 2513 “~ ® 2681 “ * 2196 “ * 3069 P P 3302 A °
T5 2157 ~ * 2377 * * 3038 ~ ?® 2088 “ * 2524 A ?* 2138 ~ °
T6 19,19 ~ ° 2162 ® * 4683 ® * 2143 A ° 2528 A ° 2066 “ °
T7 1543 ~ ° 2044 B ° 2749 ~ * 2049 A * 2633 B @ 2522 A @

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na linha e minGsculas distintas na coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

A avaliagdo de AST dos coelhos
envenenados com B. jararaca revelou
diferenca estatistica significativa em GlI (ar-
turmerone) do tempo dois ao tempo cinco,
em GlIl apenas em T6 (21 dias), em GV nos
tempos dois, quatro e sete e no GVI nos trés
primeiros tempos (6horas, 48horas e cinco
dias).

Nos tempos trés e quatro (cinco e nove dias)
houve diferenca estatistica significativa
entre GV  (isocurcumenol e  soro
antibotropico) e GVI (soro antibotropico).

Em T6 (21 dias) o GIlIl (isocurcumenol)
diferiu dos demais, enquanto no sétimo
tempo (30 dias), Gl e GIl diferiram dos
outros grupos (tabela 12).

Os animais de GIl apresentaram médias
superiores ao valor de referéncia
(18,01+7,07U/ml) nos tempos T2, T3, T4 e
T5. Todos os tempos de GllI ficaram acima
dos valores de referéncia, assim como o T1
de GIV, T4, T5, T6 e T7 de GV e em GVI
0s tempos quatro e sete.
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Tabela 12 - Valores médios de aspartato aminotransferase (U/ml) de coelhos apds inoculacdo do veneno
de Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro

antibotrépico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Glll GIV GV GVI
T1 2057 ~ @ 2405 ~ & 3384 A @ 2727 A~ @ 2155 A & 1621 A @
T2 2849 “~ * 2741 ~ * 2586 ~ * 2153 A * 2150 “A * 1883 “® ¢
T3 2123 A ® 2813 ~ @ 2839 A @ 2275 A @ 2977 A 3 2284 AB 2
T4 2039 “~ @ 2915 A & 3099 ~ @ 2473 ~ @ 3591 “A @ 3879 B @
T5 2420 “~ @ 2701 ~ * 3551 A @ 2325 A @ 2885 A @ 2386 “B @
T6e 2145 ~ 2@ 2417 ~ * 5496 B P 2422 A @ 2893 A & 2295 AB 2
T7 1675 ~ 2@ 2276 A *® 3177 A P 2310 A ® 3031 A ® 2881 AB ®

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na linha e minGsculas distintas na coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

A mensuracdo dos valores médios de CK
mostrou que houve diferenca estatistica
significativa em T2, T3 e T4 (48 horas,
cinco e nove dias) em GlI, em T6 (21 dias)
em GlII, em T2 e T3 (48 horas e cinco dias)
do grupo quatro e T1 e T3 (6 horas e cinco
dias).

No tempo dois (6 horas) os grupos quatro e
seis diferiram dos demais, no terceiro tempo
GV foi estatisticamente diferente de GIV e
GVI, que por sua vez se diferenciaram dos
outros grupos. Em T4 (9 dias) os grupos
cinco e seis foram diferentes dos demais, em

T5 o0s grupos dois e seis apresentaram
diferenca estatistica. Os grupos dois e trés
foram diferentes nos tempos seis e sete (21 e
30 dias) (tabela 13).

Os animais do grupo que ndo recebeu
tratamento (GI) apresentaram médias de CK
superiores aos valores de referéncia (154,
41461,42 U.L/N) em T1, T4 e T6, assim
como em T4 no grupo dois (ar-turmerone),
em T1, T3 e T4 no grupo quatro e em T3 no
grupo seis.
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Tabela 13 — Valores médios de creatina fosfotransferase (U.I./l) de coelhos apds inoculacdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro

antibotrépico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Glll GIV GV GVI

T1 24272 * * 12082 P ® 150,18 ~ ® 159,94 “~ * 240,15 ~ * 82,14 “
T2 20397 * ® 161,75 ~ * 17324 ~ * 8973 B ° 15418 B * 709 *
T3 11864 ~ ° 12070 A ° 21336 ~ ° 4992 B ¢ 28626 ~ ?* 26208 “
T4 22449 ~ ® 25637 ~ * 15315 “~ * 19252 A @ 24284 B P 13072 A
T5 13954 ~ @ 7273 B ° 15044 A * 11561 “ ® 11353 B @ 12438 A
T6 23356 ~ 2@ 12227 ® ° 6009 B ° 19798 “ * 13043 B ?® 106,75 *
T7 20817 ~ ® 9965 B ° 7757 A P 19517 A * 10807 B ?® 12849 A

Médias seguidas com

letras mailsculas distintas na linha e minudsculas distintas na coluna diferem

estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

5.4. Hematologia

As médias do numero de hemacias
(10%/mm?®) dos animais do grupo controle
foram de 5,44+0,55. Somente em T2 e T3
(48h e quinto dia) ocorreu uma diminui¢éo
em todos os grupos, inclusive no grupo

tratado com soro antibotrépico, que mostrou
0s menores valores médios (P<0,05) (Tabela
14). A partir de nove dias (T4) observou-se
um aumento do ndmero de hemacias em
todos os grupos com exce¢do do grupo V
(isocurcumenol e soro antibotrépico).

Tabela 14 — Valores médios da contagem de hemécias (10°mm?®) de coelhos apés inoculagéo do veneno
de Bothrops jararaca tratados com vaselina (GI), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro

antibotropico (GVI) em diferentes tempos.

Gl GlI Gl GIV GV GVI

T1 528% 660" 615" 633" 597" 590™
T2 492  518%  497%° 567%  522°° 480
T3 4685 5018 497% 5198  525% 4 16™
T4 508%  519% 536  539%  529% 418
T5 546"  539%  546%  553% 5578 g5 17%a
T6 568%  504% 5974  5g1fd  4092¢"  g5pgpBa
T7 5,797  §55%  §18°° 5328 g5E7BC g opA®

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott

As médias dos valores do hematocrito (%)
dos animais do grupo controle foram de
34,00 + 2,88. Os menores valores de
hematdcrito foram observados no quinto dia
(T3) nos grupos I, I, 11, IV e VI. Nesse
tempo, 0 grupo VI, apresentou 0s menores

valores (P<0,05) quando comparados com
os grupos Il, 111, IV e V (Tabela 15). No
nono dia, os valores de hematécrito do
grupo VI, aumentaram, ficando diferente
estatisticamente somente do grupo V. Na
ultima coleta realizada 30 dias ap6s a
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inoculacdo do veneno, observou-se uma 27,25% respectivamente) em T3; grupo VI

tendéncia de normalizacdo, com retorno para (30,00%) em T4, e grupo V (30,50%) em T6

valores os valores iniciais. ficaram abaixo dos valores dos animais
utilizados como controle.

A média do grupo VI (30,14%) em T2;

grupos I, 1l e VI (29,70%, 30,98% e

Tabela 15 - Valores médios de hematdcrito (%) de coelhos ap6s inoculagdo do veneno de Bothrops
jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-turmerone
1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro antibotrdpico
(GVI) em diferentes tempos.

Gl GlI Gl GIV GV GVI
T1 34,10  41,40™ 37,15% 36,85"° 3535" 36,83
T2 31,61 3304% 30,59%° 3355% 31515 30,14%°
T3 29,70  3158“* 30,98%  31,52%%  3290% 27,257
T4 33,30%° 33,68% 32,03 33575 34,08  30,00%
T5 36,17 3538%* 3280 3457% 3490"  34,07%
T6 36,97  3574“ 3553 3590" 30,50%°  35,83%
T7 36,67 37,80°" 3747°%° 3450"" 3508%  39,98%

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott

As médias dos valores da hemoglobina também apresentou valores abaixo dos
(g/dl) dos animais do grupo controle foram valores de referéncia no segundo dia (10,22
de 11,59 + 1,16. Os animais tratados com g/dl). O grupo tratado com isocurcumenol e
vaselina (grupo 1) apresentaram valores de soro antibotrépico (grupo V) mostrou baixos
hemoglobina abaixo dos valores de valores (9,83 g/dl), 21 dias apo6s (T6). E
referéncia entre o segundo e quinto dias finalmente, o grupo tratado com soro
(10,17 g/dl e 10,15 g/dl respectivamente) antibotrépico, apresentou valores abaixo dos
(Tabela 16). Da mesma forma, o grupo da referéncia, no segundo (10,08g/dl),

tratado com isocurcumenol (grupo 1lI) quinto (8,60g/dl) e nono (8,83g/dl) dias.
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Tabela 16 - Valores médios de hemoglobina (g/dl) de coelhos ap6s inoculacdo do veneno de Bothrops
jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-turmerone
1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro antibotrépico

(GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Gl GIV GV GVI
T1 11,70 ~ * 1370 * * 1267 “ * 1253 ~ ?® 1265 ~ * 1105 ° °
T2 1017 ® * 1085 ® * 1022 ® * 1125 “ * 1105 °® * 10,08 ° °
T3 1045 ® * 1082 ® * 1063 ® * 11,00 A °® 1153 A * 860 B °
T4 1123 * * 1140 ® * 1090 ® * 1188 “ * 1197 *~ * 883 B °
T5 11,87 ~ * 1195 ® * 1132 © ® 1208 “ * 1233 A * 1178 A °
T6 1227 ~ * 1236 © * 1237 “~ ® 1270 ~ * 983 B P 1245 A @
T7 1297 ~ ? 1322 © P 1295 A ® 1150 “ * 1258 A ? 1340 ~ °

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e

minusculas distintas na linha diferem

estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

Os valores de volume globular médio (1)
do grupo controle foi de 62,66 + 2,81 (tabela
17). Em todos os grupos, até o nono dia (T4)
ndo houve diferenga estatistica (P>0,05).
Foram observados valores de volume
globular médio abaixo dos valores de

referéncia, nos grupos I e 11 aos 30 dias (T7),
no grupo Il aos 21 dias (T6), no grupo IV
entre seis e 48 horas (T1 e T2) e no grupo V,
as seis horas (T1). No grupo Il (ar-
turmerone)  houve uma  diminuicdo
significativa entre 21 e 30 dias (T6 e T7).

Tabela 17 - Valores médios de volume globular médio (u®) de coelhos apés inoculagdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro

antibotropico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Gl GIV GV GVI
TL 652 *~ * 622 ~ ® 599 “ @ 588 A @ 591 A * @14 A °
T2 639 ~ * 634 ~ * 614 “~ * 593 ~ * 603 ~ * 61,7 A °
T3 636 ~ * 632 ~ * 624 * * 607 "~ * 628 “~ * 666 ~ °
T4 657 “~ * 649 ~ * 598 ~ * 623 * ?* @45 ~ * 720 “ °
T5 663 * * 662 “ * 601 ~ ° 626 ~ * 626 * * 662 ~ °®
T6 652 “~ * 605 ® ° 598 “~ ° 609 “~ ® 621 ~ * 651 ~ °
T7 585 * * 579 B ® 606 ~ * 649 ~ * 631 A ?* 641 A~ @

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.
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Os valores hemoglobina globular média (pg)
foram de 21,58 + 1,23 no grupo controle.
Somente os grupos Il em T4 (20,33 pg) e V
em T6 (20,02 pg) apresentaram valores

abaixo dos valores de referéncia. Nos grupos
I1, 111 e VI, a hemoglobina globular média
ndo sofreu alteracdo entre os tempos (Tabela
18).

Tabela 18 - Valores médios de hemoglobina globular média (pg) de coelhos ap6s inoculagdo do veneno
de Bothrops jararaca tratados com vaselina (GI), ar-turmerone 1% (GII), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro

antibotropico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll GllI GIV GV GVI
T1 2227 “® * 2100 * *® 205 “~ ° 2040 “~ P 2107 " * 2776 ~ ®
T2 21,12 ® * 2111 A * 2075 “ * 2048 “® * 2087 "B * 2114 A °
T3 21,72 A * 2165 ~ * 2142 A * 2120 B¢ * 2202 "B * 2071 A °
T4 2213 "8 @ 2199 A 2 2033 A 2@ 2205 © ® 2263 “ * 2116 “ °
T5 21,75 A ® 2232 ~ ® 2071 A ® 2183 B¢ @ 2212 A8 2 2293 A @
T6 2161 “® *® 2088 * * 2079 “~ ® 2156 B¢ ® 2002 B * 2263 A °
T7 2243 A * 2035 ~ ® 2096 * * 2165 B¢ ?* 2264 A * 2151 A *®

Médias seguidas com letras

maiUsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem

estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

Os valores da concentracdo de hemoglobina
globular média no grupo controle foram de
34,18 £ 1,17%. Os animais do grupo VI
apresentaram valor médio significativamente
menor, que 0s dos outros grupos, no quinto
dia (T3). No nono dia (T4) esse valor

diminuiu significativamente e manteve-se
significativamente menor (29,38 %) quando
comparado aos outros grupos (Tabela 19).
Ressalta-se que esse valor permaneceu fora
dos valores de referéncia.
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Tabela 19 - Valores médios da concentracdo de hemoglobina globular média (pg) de coelhos apds
inoculacdo do veneno de Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GllI),
isocurcumenol 0,1% (GIII), ar-turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro
antibotrépico (GV) e soro antibotrépico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Gl GIV GV GVI
T1 3416 ~ * 3376 "~ * 3434 *~ * 3470 * * 3565 ~ ?® 3457 ~ °@
T2 3310 ° * 3330 ”~ * 3381 " * 3455 “ ?* 3460 ~ * 3423 ~ @
T3 3416 ~ * 3428 "~ ® 3431 * * 3494 ~ ® 3508 A 2 3178 B °
T4 3371 % ° 3386 ~ ° 3396 “ " 3540 * ?® 3512 A ? 2933 © °©
T5 3282 ® ° 3376 A ° 3448 B ° 3496 ~ * 3533 A ? 3463 A °®
T6 3317 ® ° 3456 ® °© 3487 B * 3540 * ?* 3230 B P 3478 A @
T7 3543 ~ 2 3496 ® © 3460 ® * 3334 B P 358 ~ ? 3353 A P

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

O numero total de leucdcitos foi de
5528,62+1948,95 nos animais do grupo
controle. Os grupos 1V, V e VI néo
apresentaram variagdo no numero de
leucécitos nos diferentes tempos estudados
(Tabela 19). Os animais do grupo |
mostraram leucopenia no nono dia (T4),

apresentando  valores  significativamente
menores quando comparados aos valores dos
outros grupos. Ja os animais do grupo Il
(isocurcumenol) apresentaram 0s maiores
valores medios do numero total de
leucdcitos entre 48 horas e 0 quinto dia.

Tabela 20 - Valores médios da contagem de leucécitos totais (mm®) de coelhos apés inoculagdo do
veneno de Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1%
(GIII), ar-turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e

soro antibotropico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll GHI GIV GV GVI
T1 449000 * * 582833 ”“ ? 540833 “ * 5616,67 " * 567667 ~ * 5176,67
T2 608833 ”~ * 670167 ~ * 825167 ° ° 661000 ~ * 471167 * * 6546,67
T3 5916,67 ~ * 584500 ~ * 827000 ® ° 651833 “* * 568000 * * 6233,33
T4 370788 ° ° 563000 * * 658833 “ * 667500 “ * 574833 “ * 4666,67
T5 532833 ~ ® 655667 “~ ° 6422,00 * ® 580167 “ * 580667 “ * 523833
T6 6930,00 2 707600 ® ° 508667 ~ * 671833 " * 466667 " * 6338,33
T7 778000 » ° 735400 ® ° 6491,67 A * 6500,00 * * 514667 * * 7863,33

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.
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Os valores absolutos de neutréfilos (mm?)
no grupo controle foram 2746,70 + 1433,92.
Nos grupos II, IlI, IV e V ndo houve
diferenca estatistica nos diferentes tempos

(Tabela 20). O grupo | apés a inoculagédo do
veneno e especialmente no nono dia (T4),
houve uma diminui¢cdo no nimero absoluto
dos neutrofilos.

Tabela 21 - Valores médios da contagem de neutréfilos (mm?®) de coelhos apés inoculagdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro
antibotropico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Gl GIV GV GVI
T1 172612 “° * 287592 * °® 235008 “ ® 237585 “ @ 275265 “ ?® 237623 a
T2 198060 “ * 3031,75 “ * 343735 ~ ?* 274932 ~ * 201985 ~ * 293575 2
T3 3111,73 “® * 269440 “ * 365238 “ * 2490,18 ~ * 221163 ~ * 2911,17 2
T4 112253 B ® 262182 “ ® 283817 “ ® 222552 “ * 220558 “ * 2016,67 2
T5 260655 “® 2@ 247832 “ * 212473 “ * 235660 “ * 241192 ~ * 200470 2
T6 3660,30 “® @ 262126 “~ * 218542 ~ * 193368 “ * 172667 ~ ° 254985 ab
T7 369195 © @ 318358 A *® 282085 “ * 234333 A *® 192417 A ° 192417 b

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

O valor de referéncia para bastonetes foi de
nimero absoluto dos

71,57+25,77.

bastonetes

o]
foi

igual

estatisticamente
(P>0,05) nos diferentes tempos dos grupos

I, IV, V e VI. Os maiores valores foram

observados no grupo VI (1286,83). Ressalta-
se que neste momento ndo houve aumento
dos neutrdéfilos nem aumento dos leucdcitos.

53



Tabela 22 - Valores médios da contagem de bastonetes (mm®) de coelhos apés inoculacdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro
antibotrépico (GVI) em diferentes tempos.

Gl GllI GllIl GIvV GV GVI
T1 515 ~ * 8258 ~ * 11017 ~* ° 6582 “~ ® 9315 ~ * 6395 a
T2 4938 “® 2 11592 ~ @ 9832 “® @ @157 “~ * 12065 “ * 11548 2
T3 2228 “® ® 8962 “ * 9848 "B 2 150938 A * 12752 A * 128683 b
T4 2206 " * 9675 ~ * 14430 ® * 5543 * * 5190 “ * 7333 a
T5 6757 ® * 10493 A~ * 3320 ~A @& 7978 A * @222 A @ 80,88 @
T6 3148 “® * 6266 ~ * 6735 “® 2 8118 * * 5833 ~ * 14173 a
T7 9562 ® * 6686 “ * 12132 B * 4667 ~ * 7912 “A * 7912 a
Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.
Os valores absolutos do nudmero de apresentou um aumento significativo. As
linfécitos foram de 3411,82 +1258,53. Os médias dos animais do grupo l em Tl e T4
grupos I, 111, IV, V e VI ndo apresentaram (seis horas e nove dias) assim como o grupo
diferenca  significativa nos diferentes VI no T3 (quinto dia) permaneceram abaixo
tempos. Somente o grupo | (vaselina) dos valores de referéncia.
Tabela 23 - Valores médios da contagem de linfécitos (mm?) de coelhos ap6s inoculagdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro
antibotropico (GVI) em diferentes tempos.
Gl GllI GllIl GlvV GV GVI
T1 109925 * @ 274623 * ® 297778 * P 314943 * ° 275442 * ® 261532 “ ab
T2 392183 °® @ 346632 “ * 455558 “~ * 368302 “ * 253723 “ * 338965 “ a
T3 268222 "B 2@ 209852 “ @ 427182 A * 374217 ~ * 327123 A * 201167 “ a
T4 10111,75 “® ® 283063 “ * 346182 “ * 346820 “ * 345502 “ @ 252333 “~ a3
T5 2539,12 “® @ 323497 “ ® 315570 “ * 331187 ~ ?* 327568 ~ * 246758 “ a
T6 3113,08 "B * 426442 * * 362892 “ * 465135 ~ * 281500 “ ?® 354668 “ a
T7 394797 B ® 3980,78 ~ * 347308 “~ * 4066,67 “ * 304952 “ ?* 304952 * a

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

O valor de referéncia para baséfilos foi de
27,44 +7,7. Os grupos I, Ill, V e VI ndo
mostraram  diferenca

significativa  nos

distintos tempos estudados (Tabela 24). Nos
grupos Il e IV, os basofilos apresentaram
diferencas significantes nos valores médios.

54



Tabela 24 - Valores médios da contagem de baséfilos (mm®) de coelhos ap6s inoculagdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (GlI), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotrépico (GV) e soro

antibotrdpico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Gl GIV GV GVI
T1 2560 ~ * 4127 "¢ * 000 " * 917 " 2 2933 A 2 5915 ~
T2 1295 ~ * o000 ~ * 6277 ~ * 6138 ° * 798 “ ?® 5110 *
T3 000 ~ * 000 * 2 8672 " * 2020 "B 2 2230 ~ ? 1417 A
T4 000 *~ * 1497 ® ® 2030 * ® 1073 *® * 000 * * 667 °
T5 3140 A 2 8120 © * 1007 * * 000 ~ ® 3092 “~ * 983 A
T6 4295 A 2 5390 © 2 1375 “ ® 2155 B 2 g7 A 2 6660 ~
T7 797 A * 3242 B¢ @ 3185 A @ 833 ABC 2 2093 A 2 2093 A
Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem

estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

Os valores médios dos mondcitos foram de
60,43 + 31,97 mm®. O grupo | apresentou
médias em T1, T2 e T3 (entre seis horas e
cinco dias) acima dos valores de referéncia,
assim como o grupo Il em T3 e T4 (entre

cinco e nove dias), e o grupo IV em T3
(cinco dias). Valores abaixo dos valores de
referéncia foram vistos nos grupos Il (aos 30
dias), 1l e VI (as seis horas), V (48 horas) e
VI (aos cinco dias).

Tabela 25 - Valores médios da contagem de monécitos (mm?®) de coelhos ap6s inoculacdo do veneno de
Bothrops jararaca tratados com vaselina (Gl), ar-turmerone 1% (Gll), isocurcumenol 0,1% (GlII), ar-
turmerone 1% e soro antibotrépico (GIV), isocurcumenol 0,1% e soro antibotropico (GV) e soro

antibotropico (GVI) em diferentes tempos.

Gl Gll Gl GIV GV GVI
T1 11222 * * 8233 ~ @ 3190 “~ * 1640 “~ * 4712 * * 6202 °
T2 11062 *~ * 8768 ~ * 9765 “~ * 5472 ~ ?* 2505 A ? 5468
T3 100,43 * * 5213 A ® 14563 A * 10640 ~ * 4732 A ® 950 A
T4 52,16 “ * 5943 A ® 12375 A * 5345 A * 3583 A 2 4667
T5 8370 “ * 2558 A @ 2797 A * 5342 A ® 25093 A ? 1362 A
T6 8218 “ * 7376 ~ ® 5963 “~ * 3057 “~ ® 6000 * * 3347
T7 3650 “ * 9036 ~ ® 4457 ~ * 3500 ~ * 7293 A ?* 7293 A

Médias seguidas com letras mailsculas distintas na coluna e mindsculas distintas na linha diferem
estatisticamente entre si (p<0,05) mediante o teste de Scott-Knott.

5.5. Achados de necropsia

Durante a realiza¢do da necropsia ndo foram
observadas lesbes  macroscopicas  no

coragdo, rins, cavidade toracica. Em todos os
grupos 0s animais apresentavam figado
congesto e pulmdes com edema e
hemorragias petequiais subfocais discretas.
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Todos o0s animais apresentaram lesdes
puntiformes  circundadas  por  halos

S,

muwm\gnl\gn\mu i

-

i saiis

hemorragicos nos locais que receberam a
inoculagdo do veneno botropico (fig. 9).

i ™

Figura 9 — Necropsia do animal 6 (Grupo ). Face lateral do membro posterior direito.

5.6. Histopatologia

Ndo foram observadas alteracBes nos
diversos 6rgdos coletados para exame, com
excec¢do do figado e da pele.

As lesdes hepaticas se limitaram as
degeneracBes por glicogénio intensas e
difusas. Esse tipo de leséo foi observada em
todos os animais (fig. 10).

A pele de todos os animais apresentaram
lesbes devido a inoculagdo do caracterizadas
por  epidermite e dermatite necrética
granulocitica aguda e extensa e ulceragdo
dérmica fibringide da parede vascular. As
lesdes se apresentaram em intensidade muito
semelhante, ndo podendo ser observada
diferengas entre os fragmentos estudados
(fig.11).
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Figura 10 — Fotomicrografia do figado de um coelho do Grupo I, demonstrando degeneragdo por
glicogénio intensas e difusas (Hematoxilina e Eosina, 100x (A), 200x (B) e 400x (C)).

Figura 11 — Fotomicrografia da pele de um coelho do Grupo I, demonstrando epidermite e dermatite
necrdtica granulocitica aguda e extensa e ulceragdo dérmica fibrindide da parede vascular (Hematoxilina
e Eosina, 100x (A), 200x (B) e 400x (C)).
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6. DISCUSSAO

6.1. Les@es locais

A relutancia a movimentacao, assim como a
apatia e a reducdo da ingestdo de alimentos
podem ser justificadas pela intensa dor
relatada por outros pesquisadores e
atribuidas a liberacdo de mediadores
inflamatorios (Aradjo & Belluomini, 1960;
Aradjo et al., 1963; Viana, 1983; Trebien e
Calixto, 1989; Bicudo, 1994; Sano-Martins
et al., 1995; Soerensen et al., 1995;
Takahira, 1999; Jacome, 2002; Santos,
2002; Silva Junior, 2003; Oliveira, 2005).

A formacdo do edema, neste experimento
mensurada pela dobra cutanea, foi imediata
sendo notada na primeira medicao feita apés
a inoculacdo de veneno. Sua formagdo é
multifatorial, estando varios mediadores
envolvidos, entre eles histamina,
bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos e
eicosandides derivados do acido
aragquidénico. Assim sendo, esta variedade
de substancias envolvidas tornam o
tratamento muito complexo, com diversos
pontos a serem considerados para um
resultado efetivo. Além do mais, a
instantdnea liberacdo destes mediadores
determinam que quanto mais rapida for a
instituicio do  tratamento, maior a
possibilidade de sucesso (Homma & Tu,
1971; Gutiérrez & Lomonte, 1989; Selistre
et al., 1990, Schvartsman, 1992, Chacur et
al., 2000, Petricevich et al., 2000, Wen,
2000). O veneno possui acdo anticoagulante
e hemorrégica, que também influenciam na
atividade inflamatoria. A formacdo de
trombos na microvasculatura causa a hipdxia
e consequente agravamento do edema e
ulceracdo dermica tecidual. A lesdo do
endotélio leva ao extravasamento de liquido
para o0 intersticio (Schvartsman, 1992).
Portanto o edema ocorre por efeito das
toxinas hemorrégicas, aumento da
permeabilidade vascular, liberacdo de
histamina, fosfolipase A, que libera o acido
araquidénico  dos  fosfolipideos  das

membranas iniciando a sintese de
prostaglandinas, liberagdo de cininas devido
a atuacdo de proteases e componentes do
sistema de complemento, participantes da
reacdo inflamatoria (Gutiérrez & Lomonte,
1989; Miller & Tu, 1989). O edema de
formacdo imediata também foi observado
por Trebien & Calixto (1989) e Santos
(2002).

Os maiores graus de edema ocorreram entre
T7 e T9 (seis e 30 horas) corroborando com
0s achados de Santos (2002) em cées e
Oliveira (2005) em bovinos, exceto nos
animais que receberam ar-turmerone (GllI),
gue demonstraram aumento semelhante
entre uma e duas horas (T3 e T4), sendo
significativamente estatistica a partir de T1
(15 minutos).

Esta precocidade pode se dever as alteracoes
vasculares. As propriedades
antiinflamatorias do ar-turmerone ja sdo ha
muito estudadas, sendo que a curcumina
interfere com o metabolismo do 4cido
araquidonico nas vias da lipo e
ciclooxigenase (Araujo e Leon, 2001; Braga
et al., 2003) Chaves et al. (1995) definiram
que 0 veneno botrépico determina a
formagdo de edema pela sua interferéncia
sobre a cascata inflamatéria induzindo a
liberacdo de eicosandides ou pela acdo sobre
a microvasculatura, permitindo assim o
extravasamento de liquido para o intersticio.
A Ultima acdo deve-se principalmente as
metaloproteinases, que por sua vez podem
até mesmo levar a hipovolemia e sindrome
compartimental, tamanha é a lesdo imposta &
vasculatura (Gutiérrez e Lomonte, 1989;
Farsky et al., 1997). O fornecimento de
antiinflamatoérios como a indometacina
impediram a formagdo do edema induzido
pelo veneno de B. asper (Chaves et al,
1995). Neste experimento o ar-turmerone se
mostrou ineficiente na reversdo da formagéo
do edema.

O antiveneno se mostrou ineficiente na
reversdo do edema, principalmente entre T6
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e T14 (seis horas a trés dias). Tal fato ja fora
relatado por Gutiérrez et al. (1986). O soro
impede a continuidade das lesdes a partir do
momento que o mesmo é inoculado, nédo
tendo acdo sobre os danos anteriormente
causados, dai a necessidade do tratamento
precoce.

@) isocurcumenol mostrou maior
desempenho no impedimento do
estabelecimento do edema, notado pelos
valores menores que os dos outros grupos,
principalmente até T7 (12 horas). Em T6
(seis horas), este tratamento se mostrou
ainda mais eficaz, visto que neste momento
foi registrado o menor valor de espessura da
dobra cutanea durante todo o experimento.
Diferentemente do ocorrido com o Gll,
tratado com o  ar-turmerone, O
isocurcumenol provavelmente possui agédo
inibidora da formacdo de edema superior,
associada a potencial efeito preservativo
sobre a vasculatura.

As ocorréncias de éareas de coloracdo
violacea em torno do ponto de inoculacgdo do
veneno de B. jararaca surgiram rapida e
intensamente, tendo sido notadas em todos
o0s animais (Fig. 5). Essas ocorréncias sdo de
extremamente freqUientes nos
envenenamentos botrépicos (Villarroel et
al.,, 1978/79; Viana, 1983; Trebien &
Calixto, 1989; Abel, 1990; Lomonte et al.,
1990; Pérez et al., 1998; Takahira, 1999;
Santos, 2002; Silva Junior, 2003).

A observacéo feita nos animais do grupo que
recebeu o soro antibotropico confirma a
capacidade do imunoterapico em reverter 0s
danos sobre a hemostasia e, principalmente
sobre a vasculatura. A eficiéncia do soro é
reconhecida e € responsavel pela
manuten¢do da vida dos animais e pessoas
que sofrem picadas de serpentes (Kamiguti
et al., 1986; Kamiguti et al., 1991) além de
reverter rapidamente a acdo vasculotdxica
das metaloproteinases (Gutiérrez et al.,
2005).

As hemorragias decorrentes da intoxicacao
pelo veneno botrépico se deve ao dano a
vasculatura causado pelas hemorraginas, que
sdo metaloproteinases que degradam o
colageno da l&mina basal, imputando-se as
metaloproteinases maior responsabilidade
pelas hemorragias nos acidentes botrdpicos.
A toxina botrépica ainda possui outras
fracbes com atividades biol6gicas variadas
gue se somam e potencializam as
hemorragias. Entre elas estdo fracOes
procoagulantes, que por sua vez acarreta o
consumo de fibrinogénio, incoagulabilidade
sanguinea e trombocitopenia (Kamiguti et
al., 1991; Kamiguti et al., 1992).

A maior persisténcia dos halos presentes em
GIl (ar-turmerone) podem se dever a
ineficiéncia desta fragdo de C. longa em
reverter as acOes de metaloproteinases que
atuam  diretamente  sobre 0s  vasos
degradando o colageno da matriz basal dos
mesmos. Assim sendo o0 extravasamento de
sangue resultaria em formacdo de halos
maiores e mais persistentes. Tal fato pode
ser corroborado pela ocorréncia de edema
neste grupo em intensidade semelhante.

Os halos hemorragicos apresentados pelos
animais dos grupos que receberam além dos
tratamentos tdépicos o soro antibotrépico
(GIV e GV) se mostraram maiores (com
diferenca estatistica significativa). Até 4h
ndo houve diferenga entre os grupos, depois
ocorreu uma diferenca entre 6 e 30h, nos
grupos tratados com as fraces. Isso pode
ser justificado pela interferéncia causada por
esta associacdo na eficiéncia do soro em
evitar as lesbes vasculares e danos
potencializando as agles da toxina.
Possivelmente os principios ativos obtidos
da C. longa formem complexos com o soro
antibotropico reduzindo a biodisponibilidade
do imunoterapico.

A ulceracdo dérmica é uma consequéncia do
envenenamento botropico que pode deixar
sequelas, limitando as atividades dos
animais (Rosenfeld e Langlada, 1964;
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Rosenfeld et al., 1975). Esta complica¢do
ocorre  no local da picada em
aproximadamete  10% dos acidentes
causados por serpentes do género Bothrops
(Rosenfeld e Langlada, 1965; Rosenfeld,
1971; Bauab, 1994).

O grupo que apresentou a alteracdo mais
precoce foi aquele que recebeu o tratamento
topico com vaselina (GI).

Mais uma vez a interferéncia da associacao
entre os dois tratamentos tdpicos e o
imunoterapico se faz notada ao se observar
gue os animais dos GIV e GV apresentaram
ulceracbes até duas vezes maiores que as
observadas em GIl e GIll, sendo esta
diferenca mais intensa em T8 (24 horas). Os
grupos tratados com ar-turmerone e
isocurcumenol  mostraram as  menores
médias computadas durante o periodo
experimental,  corroborando com  0s
resultados obtidos por Santos et al. (2003a)
utilizando extrato de C. longa em cées e
Melo et al. (2004) que utilizou o ar-
turmerone em coelhos, embora nenhum dos
dois relatos citados tenha neutralizado o
surgimento das ulceragGes dérmicas.

A0 compararmos 0s animais pertencentes
aos grupos que receberam o0s principios
ativos da C. longa com aqueles que tiveram
0 soro antibotropico associados ao
tratamento tdpico, nota-se que a ulceragdo
dérmica nestes Gltimos é mais exuberante,
principalmente a partir de T7 (12 horas). Os
grupos que receberam o0s tratamentos
associado entre soro antibotropico e
isocurcumenol se mostraram
estatisticamente maiores em T12 e T16. Os
animais de Gl (controle) apresentaram estas
lesOes até a ultima observagdo. O grupo que
recebeu o soro antibotrépico (GVI)
apresentou a menor persisténcia, ndo sendo
mais observadas as lesGes apds T20 (nove
dias). Como ocorrido na dormacdo dos
halos, possivelmente tenha ocorrido a
diminuicdo da disponibilidade do soro
antibotrépico em decorréncia da formacéo

de complexos. Além do mais, é importante
destacar que a les@o vascular é determinante
na formacdo das Ulceras dérmicas. Portanto,
pode-se correlacionar a ocorréncia dos halos
hemorragicos e das ulceracdes dérmicas.

Os coelhos pertencentes ao GVI (soro
antibotropico) apresentaram grandes areas
de ulceragdo dérmica em T6, corroborando
com Gutiérrez e Lomonte (1989), Chacur et
al. (2000), Wen (2000), Picolo et al. (2002)
e Silva Junior (2003). A ineficiéncia em
reverter as alteragdes locais se deve ao
cardter multifatorial do envenenamento
botrépico, que ndo é revertido pelo uso do
soro. O tratamento desta intoxicacdo deve
primar pela utilizacdo de varios recursos na
tentativa de impedir que seus multiplos
efeitos determinem a ocorréncia de necroses
e conseqientes perdas de membros e
inviabilidade econdmica de animais.

6.2. Hemostasia

Os componentes hemostaticos, constituidos
pela parede dos vasos, plaquetas e fatores de
coagulacdo, sofrem diretamente a acdo de
constituintes do veneno botrépico. Desta
forma a funcdo exercida por cada um fica
comprometida resultando na reducdo da
eficiéncia do  processo  hemostatico
(Kamiguti et al., 1996; Oliveira et al., 2003;
Laing e Moura-da-Silva, 2005; White,
2005). A pequena dose de veneno inoculada
foi suficiente para causar alteracGes sobre a
hemostasia e consequentemente sobre o
tempo de coagulagdo. Sano-Martins et al.
(1994) propuseram o0 uso do tempo de
coagulacdo como indicador do grau de
envenenamento botrépico sistémico.

Os animais tratados com isocurcumenol
(Gl e GV) demonstraram um aumento no
tempo de sangramento, notado no fato de
gue o estancamento do sangramento no local
puncionado para a coleta se fazia muito
lentamente, requerendo um tempo maior de
compressdo na regido para controle da perda
de sangue. Entretanto os menores valores
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médios de tempo de coagulacdo ocorreram
nestes grupos. O tempo de coagulacdo nédo
leva em conta os aspectos relacionados a
integridade vascular e aqueles que dizem
respeito ao estabelecimento do tampéo
hemostético e a sua agregacdo a parede dos
vasos. Devido a estas diferencas foi possivel
fazer esta observagdo clinica. Este achado
pode indicar uma  possivel  acdo
antiinflamatoria, visto que a atividade
anticoagulante decorre da influéncia sobre o
TXA; e PGI,, dimiuindo as concentracdes
de ambas, interferindo diretamente sobre a
casacata de coagulagéo.

A reducdo observada no tempo de
coagulacdo nos primeiros tempos de coletas
se deve a acdo coagulante do veneno de
serpentes do género Bothrops, apesar do
sinal clinico observado ser de um animal que
apresenta muitas hemorragias, sinalizando a
incapacidade de coagulagcdo sanguinea. As
hemorragias ocorrem em fungdo do
consumo de fatores de coagulacéo, entre eles
a deplecdo de fibrinogénio devido a acéo de
fracbes similares & trombina, fracGes
ativadoras da protrombina e fracGes
ativadoras do fator X, além de fibrindlise e
fibrinogendlise resultante da acdo de
proteases (Rosenfeld et al., 1959; Kaiser e
Michl, 1971; Sano-Martins, 1990; Kamiguti
et al., 1991; Franga e Fan, 1992; Sano-
Martins et al., 1995; Roodt et al., 1996;
Laing e Moura-da-Silva, 2005). O consumo
de fibrinogénio pode ocasionar hemorragias
sistémicas, ou ndo, dependendo da extensao
das lesdes no endotélio dos vasos. A
presenca de hemorraginas no veneno,
capazes de lesar as células endoteliais,
combinadas com a incoagulabilidade do
sangue agravam o estado do paciente
(Kouyoumdjian, 1990). A incoagulabilidade
sangliinea, que ocorre mais freqiientemente
quando o acidente é causado por serpentes
jovens, ¢é atribuida ao consumo de
fibrinogénio  produzido pelas fracGes
“thrombin-like”. Além disso, alguns venenos
podem ativar os fatores X e Il, acarretando a

formacdo intravascular de trombina (Sano-
Martins, 1990).

Os achados de Koscinczuk et al. (1995),
cujos cdes apresentaram transtornos da
coagulacdo aos 30 minutos posteriores a
inoculacdo do veneno, corroboram com 0s
achados deste experimento ja que os sinais
de hemorragias surgiram na realizagdo dos
primeiros exames clinicos (15 e 30 minutos),
sendo confirmados na avaliagdo da
hemostasia que se deu seis horas ap0s a
inoculacéo do veneno.

Ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos até T6 (21 dias), quando o grupo dois
(ar-turmerone) apresentou a menor média e
em T7 as maiores médias foram observadas
em Gl e GIV. Este aumento ocorrido em
GIV pode ser justificado pelo valor muito
aumentado obtido em um animal deste

grupo.

A avaliacdo do tempo de protrombina, que
avalia a via extrinseca da cascata da
coagulacdo revelou que todos os valores
médios obtidos permaneceram dentro dos
parametros de referéncia, excecdo feita ao
T5 (14 dias) do GIlI. Os resultados diferem
dos obtidos por Santos (2002) em cées.
Estes animais apresentaram aumentos
significativos do tempo de protrombina entre
duas e 30 horas ap6s a inoculacdo do veneno
de B. alternatus. O GIV teve um
desempenho superior na reducdo do tempo
de protrombina, apresentando 0 menor
tempo de protrombina medio, além de
apresentar meédias significativamente
menores que 0s demais grupos em T1 e T4.
Este grupo recebeu, em associagdo com o ar-
turmerone, o soro antibotropico, que por sua
vez, possui uma acdo superior sobre a
cascata de coagulacdo (Silva Junior, 2002).
Todas as médias de tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) ap6s a inoculagéo do
veneno botropico se mostraram acima dos
valores de referéncia estabelecidos para os
animais deste experimento (9,33 = 1,85
segundos).
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No grupo Il (ar-turmerone) os maiores
tempos de TTPa se deramem T5e T6 (14 e
21 dias). Diminui¢cbes do TTPa ocorreram
no grupo Il (isocurcumenol) nos tempos 5,
6 e 7 (14, 21 e 30 dias) quando comparados
com o T1 (seis horas) e no grupo V nos
tempos 6 e 7 (21 e 30 dias) quando
comparados com os tempos anteriores. O
maior valor de TTPa (P<0,05) foi observado
no grupo V, uma horas apos a inoculagéo do
veneno botrdpico.

Todos os valores obtidos para TTPA se
encontraram aumentados em ralacdo ao
valor de referéncia principalmente o0s
observados em GlI, cujos animais apenas
receberam 0 veneno botrépico. Este
aumento generalizado provavelmente se
deve a lesdo causada sobre vasculatura, visto
gue o TTPA avalia a via intrinseca da
cascata de coagulagdo, ou seja, aquela que
envolve os fatores teciduais. Isto indica que
os tratamentos testados ndo foram eficientes
em reverter a lesdo dos vasos, determinando
alteracbes na cascata de coagulacdo. O
mesmo aumento foi observado por Santos
(2002) em cdes envenenados com B.
alternatus, Kamiguti et al. (1986) em
humanos picados por B. jararaca e Sano-
Martins et al. (1995) em cdes envenenados
experimentalmente por B. jararaca.

Os animais que demonstraram menores
aumentos de tempo de tromboplastina
parcial ativada foram aqueles tratados com o
ar-turmerone e a sua associagdo com 0 Soro
antibotrépico. Nao houve aumento do tempo
de tromboplastina parcial ativada que possa
justificar o aumento do tempo de
sangramento apds a coleta nestes animais
(observacdo clinica), ja que este parametro
avalia fatores teciduais que desempenham
importante papel na coagulacgéo.

Os valores aumentados tanto de TP quanto
de TTPA se devem a ativacdo de fatores de
coagulacdo, promordialmente o fatorX e
protrombina, formacdo de trombina

enddgena e conseqllente consumo de
fibrinogénio (Markland 1998). Assim como
o TC, estes marcadores da hemostasia sdo
boas opcbes para a avaliagio do
envenenamento e do correto estabelecimento
do tratamento (Kamiguti et al., 1986;
Maruyama et al., 1990, Sano-Martins et al,
1995).

A contagem total de plaquetas se mostrou
acima dos parametros de referéncia
(279,96+124,92) em GIno T1, GIVno T2 e
T7,GV no T2, T5e T6, e em GVI em T1,
T2, T3 e T4, com excecdo de Glll no T4 e
de G4em T7.

O aumento nas contagens de plaquetas
provavelmente decorre da maior
mobilizacdo de reservas organicas e ativacdo
plaquetéria, associada a a¢do do soro que
impediu o extravasamento de sangue dos
vasos e desta forma preservando as
plaquetas.

A trombocitopenia e as disfuncBes
plaquetérias foram citadas como efeitos do
envenenamento  botropico. As  lesGes
vasculares associadas a acdo inicialmente
coagulante dos venenos botropicos sdo
responsaveis pela deplecéo plaquetéria. Esta
diminuicdo é de rpida instalagdo. O coagulo
formado precisa ser desfeito para que a
circulagdo sanguinea se reestabeleca. O
mecanismo fibrinolitico é exercido pela
plasmina. Pela agdo das enzimas
semelhantes a trombina presentes no veneno
botropico, forma-se um coagulo débil, que
ativa, mesmo assim, a hemostasia terceéaria
(fibrinolitica). As plagquetas ativadas na
hemostasia priméria secretam de seus
granulos diversas substancias, entre elas o
ADP, sendo responsavel, entre outros
fatores, pela adesdo plaquetaria. Entretanto,
0 veneno também atua sobre a superficie das
plaquetas, alterando os receptores que fardo
as interacbes entre plaguetas e endotélio
lesado, impedindo uma interacdo adequada
destes componentes estruturais (Kamiguti et
al., 1991; Kamiguti, 1992; Sano-Martins et
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al.,, 1995; Kamiguti et al., 1996; Sano-
Martins et al., 1997; Castro et al., 1998;
Takahira, 1999). A trombocitopenia também
foi observada por Franceschi (1990) em cdes
que sofreram envenenamento experimental
por Bothrops jararaca e Bothrops
erythromelas. Humanos picados por
Bothrops jararaca demonstraram 0 mesmo
quadro de diminuicdo dos niveis de
plaguetas (Kamiguti et al.,, 1991; Sano-
Martins et al., 1997).

6.3. Bioquimica sérica

Os resultados obtidos na avaliacdo da uréia e
creatinina estiveram dentro dos valores de
referéncia tracados para este experimento
(48,36+13,87mg/dl e  1,11+0,20mg/dI
respectivamente). Assim sendo, ndo existem
indicios bioquimicos de lesbes renais. Os
animais que foram sacrificados em cada
grupo também ndo apresentaram lesdes
diagnosticadas a microscopia, corroborando
com o0s achados bioguimicos. O surgimento
de alteracOes renais (uremia) decorrentes do
envenenamento botrépico em humanos
varriam entre 18 horas a cinco dias (Amaral
et al., 1986). Barraviera e Pereira (1994)
afirmam que esta alteracdo € rara nos
acidentes ofidicos.

Estes achados podem se justificar pela dose
de veneno inoculada, insuficiente para
causar alguma lesdo renal, diferentemente
do constatado por outros pesquisadores
(Amaral et al., 1985, Amaral et al., 1986;
Havt et al., 2001). Ressalta-se também o fato
de existirem variacGes de composi¢cdo dos
venenos ofidicos em funcgdo de idade, sexo,
época do ano e regime alimentar (Rosenfeld
et al, 1959; Kamiguti e Hanada, 1985;
Kouyoumdjian e Polizelli, 1989; Maruyama
et al., 1990; Ferreira et al., 1992; Furtado et
al., 2006). A via de administracdo também
pode influenciar na resposta clinica dos
animais. Carneiro (2005) trabalhando com
cdes e fragdes do veneno de B. jararacussu
inoculadas na prostata também verificou a
inexisténcia de variagdes nestes parametros.

A avaliagdo das transaminases é a forma
rotineira de avaliar a funcdo hepética. O
aumento sérico se aspartato
aminotransferase ~ (AST) e  alanina
aminotransferase (ALT) indicam a injuria
hepatocelular e esse aumento esta
relacionado com a intensidade e a duragéo
deste processo. O aumento de AST também
pode decorrer de lesbes em outros tecidos
como os musculos, rins, pancreas, eritrocitos
e danos celulares em geral (Tennant, 1997).

O acidente botropico causou aumento de
ALT em cdes 12 horas ap6s a inoculagéo do
veneno (Takahira, 1999), assim como em
eqlinos utilizados para a producdo do soro
antibotrépico (Angulo et al., 1997). Também
séo relatados aumentos de AST em casos de
envenenamento tanto na medicina humana
guanto na veterinaria (Chaves et al., 1992;
Takahira, 1996; Takahira, 1999; Nufiez et
al., 2004). Inicialmente esse aumento ndo €
atribuido as lesdes hepéaticas, mas em
decorréncia  da  destruicdo  tecidual
caracteristica do acidente  botrdpico.
Entretanto, os valores de AST observados
nos grupos tratados com o isocurcumenol
mostram um aumento que pode indicar uma
potencial acédo hepatotdéxica  desta
substancia, o que foi confirmado pela
histopatologia, apesar do fato de que os
animais sacrificados para este exame so ter
recebido os tratamentos por 48 horas.

Os aumentos dos niveis plasmaticos de CK
corroboram com os achados de Barraviera
(1993), Takahira (1996), Takahira, (1999),
Otero et al. (2002), Chavez et al (2003) e
Oliveira (2005). Este aumento de CK se
deve & acdo de fosfolipase, proteases,
metaloproteinases que causam lesdo da
musculatura (Zingali et al., 1988).

No presente trabalho, a auséncia deste
aumento observada em alguns animais pode
ser atribuida a dose e volume de veneno
inoculado, além da inoculacdo intradérmica,
tendo sido incapazes de ocasionar lesGes de
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camadas mais profundas, entre elas as
musculares.

O aumento de CK coincide em quase todos
0s tempos com o aumento de AST, que
também pode indicar lesdo muscular em Gl
(ar-turmerone) e GIII (isocurcumenol),
acontecendo 0 mesmo no grupo cinco
(isocurcumenol e soro antibotrpico) nos
tempos trés e quatro e o grupo dois (ar-
turmerone) em T6. Desta forma o aumento
de AST ndo pode ser consequéncia apenas
de lesBGes hepaticas. Tal achado foi obtido
por Takahira (1996) em seu estudo com caes
e por Barraviera (1993) em humanos.

6.4. Hematologia

O resultado obtido para contagem de
hemécias e hematocrito ndo corroboram com
os resultados obtidos por Takahira (1999) e
Carneiro  (2005) que ndo observaram
diminuicBes significativas da contagem de
hemécias e de hematécrito. Alguns
pesquisadores citaram a ocorréncia de
hemdlise in vitro (Kelen et al., 1960 e
Rosenfeld, 1960/62) e in vivo (Sano-
Martins, 1995; Soerensen, 1995, Santos,
2002), podendo justificar a diminui¢do da
contagem de hemacias, sendo a possivel
causa a interferéncia que o veneno causaria
nas membranas eritrociarias diminuindo a
sua resisténcia (Chaves et al., 1992). A
diminuicdo nas contagens de hemécias,
concentracdo de hemoglobina e volume
globular foi observada 36 horas apds a
inoculacdo do veneno de B. jararaca e B.
neuwiedi em cdes, sendo este achado
atribuido as freqlientes coletas de sangue.

Na primeira coleta dos animais do Gl
mostrou a menor das meédias entre todos 0s
grupos neste tempo, fato que pode ser
explicado pela auséncia de qualquer
tratamento, além de serem animais de menor
peso em relacdo ao peso que iam adquirindo
como passar do més de experimento. A dor
também pode ter causado uma diminuicao
da ingestdo de alimentos, acarretando uma

menor hematopoiese, ja relatada por
Oliveira em bovinos (2005).

Sano-Martins et al. (1995) trabalhando com
cdes que receberam veneno de B. jararaca
(0,Img/kg, 1LV.) ndo observaram a
diminuicdo significativa de hemaécias.
Diferentemente de Oliveira (2005) que
observou aumento nas contagens de
eritrocitos 24 horas ap6s a inoculagdo
intramuscular do veneno de B. alternatus,
justificada possivelmente pela contracdo
esplénica resultante da intensa dor local.
Apbs esta coleta os animais demonstraram-
se anémicos. A mesma anemia observada
em humanos por Barraviera (1993) e em
eqlinos utilizados para a produgdo de soro
antiofidico por Angulo et al. (1995).

Os valores médios dos  indices
hematimétricos ndo se mantiveram dentro
dos valores normais, resultado diferente do
obtido por Santos (2002) trabalhando com
cdes tratados com C. longa e Takahira
(1999) que inoculou veneno de B alternatus
e B. moojeni em cdes. Uma possivel causa
desta alteracdo é a hemdlise intravascular
decorrente da fragilidade da membrana
eritrocitaria. A obtencdo de amostras
apresentando graus variados de hemolise
corrobora com este achado. A ocorréncia de
amostras hemolisadas obtidas de cées foi
relatada por Silva Junior (2003). Santos e
colaboradores (2003) citam a ocorréncia de
macrocitose em cées em fase de recuperacdo
ap6s hemorragias severas, lembrando que
estes aumentos de VGM eram transitorios.

As leucocitoses significativas observadas
nos tempos seis e sete do Gll e nos tempos
dois e trés do GlII podem indicar a acdo de
fracbes  semelhantes &  curcumina,
constituinte da C. longa, estimulandor do
sistema imune (South et al, 1997). Santos
(2002) utilizou extrato de C. longa em cées
intoxicados com veneno de B. alternatus e
observou leucocitose mais pronunciada nos
grupos tratados com a planta. Tais fatos
indicam potencial acdo antiiflamatoria da C.
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longa e seus constituintes. O wuso de
antiinflamatorios ndo esteroides mostrou
reducdo da migracao leucocitaria in vivo e in
vitro (Srimal e Dhawan, 1972; Dow et al.,
1990; MacAllister, 1994).

No presente experimento, de forma geral,
ndo ocorreu neutrofilia diferentemente do
gue ocorreu com 0s cées intoxicados com o
veneno de B. alternatus e B moojeni,
causando um processo inflamatério local
resultando numa leucocitose neutrofilica
(Takahira, 1999). Entretanto, observou-se
em T3 (cinco dias) no GIII um aumento
significativo nas contagens de neutrofilos.
Tal achado sugere agdo antiinflamatéria do
isocurcumenol.

A acéo do veneno sobre o organismo animal
induz uma resposta inflamatéria de fase
aguda com liberacdo de catecolaminas,
mediadores celulares e humorais, e fatores
quimiotaticos séricos, responsaveis pelo
acimulo de neutréfilos (Bogliolo, 1978;
Barraviera et al., 1995; Farsky et al., 1997;
Pérez et al., 1998; Farsky et al, 2000). A
auséncia de neutrofilia indica a ocorréncia
de um processo inflamatério discreto ou
uma invasdo pouco significativa do
parénquima (Jain, 1993). A dose de veneno
inoculada e a via escolhida possivelmente
interferiram na obtencdo deste resultado, ja
gue a dose escolhida ndo causou grandes
alteracOes sistémicas e a via intradérmica
visou causar a lesdo restrita ao local que
recebeu a inoculagéo.

Os eosinofilos permaneceram dentro dos
valores de referéncia para a espécie,
apresentando  diferenca  estatisticamente
significativa apenas em T2. Este resultado
difere do citado na literatura, ja que a C.
longa é conhecida como imunomoduladora,
estimulando a eosinofilia, semelhante ao que
ocorre com o Kalanchoe brasiliensis
(lbrahim et al., 2002). Santos (2002) obteve
eosinopenia no grupo de cées tratados com
extrato aquoso de C. longa a 10%.

Ocorreu uma linfocitose em GI nos tempos
dois e quatro e em linfocitopenia em Gl no
tempo trés, reforcando a possibilidade da
real acdo antiinflamatéria do isocurcumenol.
Santos (2002) obteve resultado semelhante
em cdes, com uma pequena reducdo nas
contagens de linfocitos, sem ultrapassar 0s
limites fisiologicos para a espécie. O mesmo
ocorreu com Carneiro (2005),
diferentemente do que constatou Oliveira
(2005), que obteve linfocitose em bovinos
intoxicados com veneno de B. alternatus,
visto que esta ocorréncia é fisioldgica nesta
espécie. Angulo et al. (1997) observaram
linfocitose em equinos destinados a
producdo de soro antiofidico, fato justificado
pela inoculagdo de doses de veneno
acrescidas de adjuvante que deveria
favorecer a resposta imune.

Tanto os basofilos quanto os mondcitos
permaneceram dentro dos valores de
referéncia para a espécie. A monocitose
ocorreu em caes nos experimentos de Sano-
Martins e colaboradores (1995), Takahira
(1999), Santos (2002) e Silva Junior (2003).
Oliveira (2005) ndo observou monocitose
em bovinos.

6.5. Achados de necropsia

Durante a realizacdo da necropsia ndo foram
observadas lesbes  macroscopicas  no
coragdo, rins, cavidade toracica. Em todos os
grupos 0s animais apresentavam figado
congesto e pulmdes com edema e
hemorragias petequiais subfocais discretas.
Estas lesGes ndo podem ser atribuidas
exclusivamente ao veneno de B. jararaca, ja
que o sacrificio pode ser responsavel por
estas alteraces.

Todos o0s animais apresentaram lesdes
puntiformes  circundadas  por  halos
hemorragicos nos locais que receberam a
inoculagdo do veneno botropico. Também
ocorreram areas de hemorragias petequiais a
sufusdes, semelhantes as obtidas em bovinos
por Oliveira (2005).
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6.6. Histopatologia

N&o foram observadas alteracbes nos
diversos 6rgaos coletados para exame, com
excecdo do figado e da pele.

As lesdes hepéaticas se limitaram as
degeneracBes por glicogénio intensas e
difusas em todos os animais. Oliveira (2005)
diagnosticou areas de infiltrado periportal
discreto e degeneracdo  centrolobular
discreta nos dois animais que morreram ap6s
a inoculagdo do veneno de B. alternatus no
membro posterior esquerdo. Diferentemente
dos achados de Takahira (1999) que
encontrou degeneracdo hidropica e esteatose
hepatica em cées e Valenca (1999) que
observou edemas das veias centrolobulares,
além de desorganizacdo do parénquima
hepatico e intensa congestdo portal.
Ressalta-se que estas lesbes podem ser
causadas pelo sacrificio dos animais, nado
podendo ser atribuidas exclusivamente a
acédo do veneno botropico.

As peles dos animais apresentaram lesGes
devido a inoculacdo do veneno com
variacbes decorrentes das acBes dos
tratamentos testados. Os coelhos
pertencentes ao Gl e GIl apresentaram
epidermite e dermatite necratica
granulocitica aguda e extensa e degeneragao
fibrindide da parede vascular, sendo que
estas alteracBes se mostraram mais intensas
em GI. Nos Grupos I, 1V e V, as lesdes se
caracterizaram por presenga de infiltrado
granulocitico e hemorragia na derme
profunda além de ulceracdo dérmica
fibrindide de alguns vasos de menor calibre
e vénulas.

Em GVI notou-se extensa ulceracdo dérmica
da derme superficial e profunda, area focal
de dermite e dermatite necroética, infiltrado
granulocitico intenso, perda de anexos da
pele e de colageno e degeneracéo fibrindide
da parede vascular. Este processo se mostrou
mais intenso que o observado no grupo que

recebeu apenas o0 veneno hotrdpico.
Segundo Rosenfeld (1979) o emprego da
soroterapia adequada, feita em um periodo
de trés horas ap6s uma picada de Bothrops
evita a ulceracdo dérmica e salva a vida do
paciente. Neste tipo de acidente uma
soroterapia instituida 24 a 48 horas depois
preserva a vida do doente, porém ndo evita a
ulceracdo dérmica. Villarroel et al., em
trabalho realizado em 1978/79, verificaram
gue a capacidade neutralizadora do soro
especifico contra o veneno de Bothrops
jararaca s6 é plenamente eficaz quando
administrado por via endovenosa e
imediatamente apés o acidente. Estudo
realizado por Viana (1983) indicou que a
aplicacdo do soro por via intramuscular,
mesmo em dose suficiente para neutralizar a
acdo do veneno, ndo assegura a efetividade
do tratamento.

Com a imediata aplicacdo do soro, a
reversdo dos efeitos sistémicos é bem
sucedida, embora a neutralizacdo dos efeitos
locais seja mais complicada, podendo
originar sequelas permanentes (Gutierrez &
Lomonte, 1989). Um importante fator para a
prevencdo da ulceracdo dérmica local é o
tempo que decorre desde a picada até o
inicio do tratamento com o antiveneno
(Villarroel et al., 1978/79; Viana, 1983).

A avaliacdo dos quadros locais de 130
pacientes  envolvidos em  acidentes
botropicos realizada por Wen (2000),
indicou que o uso do soro de 3 a 4 horas
ap6s a picada ndo se mostrou eficaz na
reverséo do quadro local, diferentemente da
boa acdo notada nos pardmetros sistémicos.
Esta ineficacia ndo se explica pela dose
insuficiente de soro, ja que em todos o0s
casos 0 soro foi adequadamente fornecido.
Portanto 0o soro ndo  neutraliza
adequadamente  as reacoes locais,
mioulceracdo dérmica, e ulceragdo dérmica
induzida pelo veneno mesmo quando
administrado imediatamente ap6s o acidente.
Segundo Chacur et al. (2000) a ineficécia
em reverter a sintomatologia local do
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veneno botrdpico ndo se deve a auséncia de
anticorpos  especificos, mas a rapida
liberacdo  de  mediadores  quimicos
responsaveis pela hiperalgesia e edema.
Santos (2002) relatou ulceragdo dérmica nos
pontos de inoculagdo nos quatro animais que
foram tratados com soro antibotropico e,
principalmente, nos quatro animais tratados
com Flunixina Meglumina. Dos quatro
animais tratados com extrato aquoso de C.
longa 10%, apenas dois apresentaram
ulceracdo dérmica.

7. CONCLUSOES

O veneno de Bothrops jararaca na dose de
0,04mg/kg por via intradérmica foi
suficiente para causar Ulcera dérmica em
coelhos.

O aumento da espessura de pele foi
observado mais tardiamente, a partir de 24
horas, nos animais pertencentes aos grupos
tratados com as fracGes, ar-turmerone e
isocurcumenol, associadas a0  soro
antibotrépico.

Os maiores graus de necrose ocorreram no
grupo tratado com o isocurcumenol e soro
antibotropico, enquanto o menor foi no
grupo tratado com ar-turmerone.

O grupo de animais tratados com ar-
turmerone apresentou menores valores nos
tempos de coagulacéo e de protrombina.

Os animais tratados com as fracOes, ar-
turmerone e isocurcumenol, apresentaram
aumento em AST, ALT e CK.

Os animais tratados com as fragOes
apresentaram leucocitose sem neutrofilia.

N&o foram evidenciadas alteragdes
histopatolégicas comprovadamente
relacionadas ao envenenamento botrdpico
nos rins, pulméo, coracéo e baco.

O exame histopatoldgico da pele
demonstrou dermatite necrotica
granulocitica aguda e extensa, além da
degeneracdo fibrindide da parede vascular,
na regido da inoculacdo do veneno.
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9. APENDICES

VALORES DE REFERENCIA

Tempo de coagulacéo

Tempo de protrombina

Tempo de tromboplastina parcial ativada
Plaquetas

Uréia

Creatinina

Alanina aminotransferase (ALT)
Aspartato aminotransferase (AST)
Creatina fosfotransferase (CK)
Hemacias

Hematocrito

Hemoglobina

Volume globular médio (VGM)
Hemoglobina globular médio (HGM)
Concentracao de hemoglobina globular média (CHGM)
Leucdcitos

Neutroéfilos

Bastonetes

Linfocitos

Basofilos

Mondcitos

341,17 + 136, 165

6,93 + 2,90s

9,33 +1,85s

279,96 + 124,92/mm®
48,36 + 13,87mg/d|
1,01 + 0,20mg/dl

20,07 + 8,36U/ml

18,01 + 7,07U/ml

41 + 61,42U.1/1

5,44 + 0,55 x 10°/mm?
34,00 + 2,88%

11,59 + 1,16g/dI

62,66 + 2,81p°

21,58 +1,23pg

34,18 + 1,17%

5528,62 + 1948,95/mm®
2746,70 + 1433,92/mm?®
71,57 + 25,77/mm®
3411,82 + 1258,53/mm®
27,44 + 7,7/mm?

60,43 + 31,97/mm?®
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CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n° 003/05 relativo ao projeto intitulado “Avaliacio clinica ¢
laboratorial de coelhos experimentalmente intoxicados por veneno de Bothrops alternatu:
e tratados com ar-turmerone e isso curcuminol “, que tem como responsavel Marili;
Martins Melo, estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal
adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendc
sido aprovado em reunido de 04.05.2005.

Este certificado expira-se em 04.05.2010
CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 003/05 related to the project entitled “Clinical and
laboratorial evaluations in rabbits envenomated with Bothrops alternarus venom and
treated with ar - turmerone e isso - curcuminol”, under the supervision Marilia Martins
Melo, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by
the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG) and was approved
in 04.05.2005.

This certificate expires in 04.05.2010.

Belo Horizonte, 04 de maio de 2005

Dra. CL ARIA F. REZENDE
PRESIDENTE DO CETEA/UFMG
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