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Resumo

Os acidentes com animais peconhentos sdo um importante problema de satde publica nos
paises tropicais, incluindo os relacionados com as aranhas do género Loxosceles. O veneno
aranha Loxosceles intermedia é responsavel por uma sindrome clinica, caracterizada por
alteracdes locais e sistémicas, decorrentes da agdo direta e/ou indireta do veneno. O
objetivo desse estudo foi avaliar e correlacionar as alteracbes hematoldgicas e do
mielograma em coelhos envenenados experimentalmente com veneno da L. intermedia e
tratados com secretoma por via intradérmica (ID) e endovenosa (EV). Foram utilizados 16
coelhos Nova Zelandia, machos e adultos, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
(n=4). O grupo controle (GI) foi desafiado com NaCl 0,9% e tratado com 60ug de
secretoma diluido em tampéao fosfato-salina a 0,5% (PBS) por via ID. Os demais grupos
(GlI, Glll e GIV) receberam a aplicacdo de 10ug de veneno de L. intermedia, diluidos em
NaCl 0,9% via ID. Apds 30 min da inoculagdo do veneno, 0s grupos receberam os seguintes
tratamentos: grupo I1, NaCl 0,9% via ID; grupo 111, 60ug de secretoma diluido em PBS via
ID; grupo IV, 60ug de secretoma diluido em PBS, via EV. Foram realizadas coletas de
sangue para avaliacdo hematoldgica antes (tempo 0) e apds a inoculacdo do veneno e
tratamentos, no terceiro, nono e 15° dias. Apos 15 dias os animais foram eutanasiados e
em seguida foi realizada a coleta da medula 6ssea. O secretoma por via ID, ndo foi capaz
de evitar o loxoscelismo cutaneo, pois houve presenca de halo hemorragico, edema, leséo
dermonecrdtica e formagdo de crosta nos coelhos. O secretoma por via EV, minimizou
grandemente o loxoscelismo cutaneo, pois apesar da presenca de halo hemorragico, esse
foi menor, associado a auséncia de lesdo dermonecrética e formacdo de crosta. O secretoma
causou diminuicdo de variaveis do eritrograma dos animais que receberam veneno de L.
intermedia, sendo essa alteracdo de maior intensidade quando esse tratamento foi por via
EV. O veneno da L. intermedia causou alteracdes medulares tais como, diminuicédo
significativa na contagem de rubriblastos e mieloblastos, e aumento significativo na
contagem de eosindfilos e megacariécitos. O tratamento com secretoma, tanto por via 1D
como EV, foi capaz de reverter as alteracbes medulares causadas pelo veneno de L.
intermedia, normalizando os valores de rubriblastos, mieloblastos e eosindfilos.

Palavras-chave: loxoscelismo, araneismo, medula 6ssea, patologia clinica



Abstract

Accidents with venomous animals are an important public health problem in tropical
countries, including those related to spiders of the genus Loxosceles. The spider venom
Loxosceles intermedia is responsible for a clinical syndrome, characterized by local and
systemic alterations, resulting from the direct and/or indirect action of this venom. The aim
of this study was to evaluate and correlate hematological and myelogram alterations in
rabbits experimentally envenomed with L. intermedia venom and treated with secretome
intradermally (ID) and intravenously (EV). Sixteen male and adult New Zealand rabbits
were randomly distributed into four groups (n=4). The control group (GI) was challenged
with 0.9% NaCl and treated with 60ug of secretome diluted in 0.5% phosphate-buffered
saline (PBS) by the ID route. The other groups (Gll, Glll and G1V) received the application
of 10pg of L. intermedia venom, diluted in NaCl 0.9% via ID. After 30 min of venom
inoculation, the groups received the following treatments: group 11, 0.9% NaCl via ID;
group III, 60ug of secretome diluted in PBS via ID; group IV, 60ug of secretome diluted
in PBS, via IV. Blood samples were collected for hematological evaluation before (time 0)
and after inoculation of the venom and treatments, on the 3", 9" and 15" days. After 15
days the animals were euthanized and then, bone marrow was collected. Secretome by ID
route was not able to prevent cutaneous loxoscelism, because, there were a hemorrhagic
halo, edema, dermonecrotic lesion and crust formation in rabbits. Secretome via IV route,
greatly minimized cutaneous loxoscelism, because, despite the presence of a hemorrhagic
halo, it was smaller, associated with the absence of dermonecrotic lesion and crust
formation. The secretome caused a decrease in the erythrogram in animals that received L.
intermedia venom, and this alteration was greater when this treatment was by the IV route.
The L. intermedia venom caused medullary changes such as a significant decrease in the
count of rubriblasts, myeloblasts, and a significant increase in the count of eosinophils and
megakaryocytes. Treatment with secretome, both by ID and IV routes, was able to reverse
the medullary alterations caused by the venom of L. intermedia, normalizing the values of
rubriblasts, myeloblasts and eosinophils.

Keywords: loxoscelism, araneism, bone marrow, clinical pathology
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1. Introducao

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) referentes ao ano de 2021, os acidentes
por animais pegonhentos sdo negligenciados, constituindo um sério problema de saude publica.
N&o obstante, o Brasil é considerado um dos paises com maior experiéncia no diagnostico e
tratamento desses tipos de acidentes. Deste modo, sabe-se que a utilizacdo direta de antivenenos
ndo tem uma grande eficacia, se fazendo necessaria a busca por novas terapias que aumentem sua
eficacia e qualidade.

No Brasil, existem trés géneros de aranha de importancia médica: Loxosceles, Phoneutria e
Lactrodectus, que sdo responsaveis por muitos acidentes (Cristiano et al., 2009). Desses, 0s
acidentes por aranhas do género Loxosceles representam a maioria dos casos notificados, de acordo
com dados de 2021 do Ministério da Saude (MS).

As aranhas do género Loxosceles, conhecidas popularmente como ‘“aranhas marrons” por
apresentarem uma coloracdo que varia do marrom claro ao marrom escuro, Sao responsaveis por
acidentes em todos os continentes, exceto na Antértida (Silva et al., 2004). S&o aranhas pequenas
gue possuem tamanho corporal entre 8 e 15 mm de comprimento com as patas alongadas que
chegam a 30 mm. Apresentam dimorfismo sexual, sendo que os machos tém o corpo menor € as
patas mais alongadas que as fémeas. Possuem caracteristicas especificas que auxiliam na sua
identificacdo, como o cefalotorax em forma de violino, o que faz com que elas também sejam
conhecidas como “aranhas violino” e a disposi¢do dos pares de olhos: um par frontal e dois pares
laterais (Futrell, 1992; Malaque et al., 2002; Silva et al., 2004). Essas aranhas possuem héabitos
noturnos, sao sedentarias e ndo sdo agressivas (Andrade et al., 1999). Vivem em locais escuros e
secos, embaixo de pedras e madeiras, além de casca de arvores e cavernas, e podem ser encontradas
em ambientes peridomiciliares e dentro das residéncias (Malaque et al., 2002). Os acidentes
normalmente ocorrem quando as aranhas sdo comprimidas contra o corpo da vitima (Futrell, 1992).

O veneno dessas aranhas é uma mistura complexa de enzimas (Veiga et al., 2000a), ocasionando
uma sindrome clinica chamada de loxoscelismo que pode resultar em alteragdes locais e sistémicas
em seres humanos e nos animais (Futrell, 1992), sendo as lesdes decorrentes da acdo direta e/ou
indireta do veneno (Abdulkader et al., 2008; Burdmann e Jha, 2017).

No Brasil ha 18 espécies de Loxosceles descritas (Word Spider Catalog 2021), porém somente as
espécies L. gaucho, L. intermedia e L. laeta estdo relacionadas com acidentes no pais (Malaque et
al., 2002; Andrade e Tambourgi, 2003), que ocorrem predominantemente nas regides sudeste e sul
(Tavares et al., 2004). A espécie L. amazonica também tem importancia médica, pois esta
relacionada com acidentes no estado do Ceara (Azevedo et al., 2014; Silveira, 2015).

Barbaro et al. (1996) estudaram a atividade biol6gica, em camundongos, dessas trés espécies e
demonstraram que o veneno da L. intermedia € o mais letal (DLso 0,48 mg/kg), seguido da L.
gaucho (DLsp 0,60 mg/kg) e L. laeta (DLso 1,45 mg/kg). Em humanos, o veneno de L. intermedia
parece ser o responsavel pelas manifestacdes mais graves do loxoscelismo (Sezerino et al., 1998).

A picada das aranhas do género Loxosceles produz uma lesdo necrética local que pode resultar em
alteragdes sistémicas com presenca de distarbios hematoldgicos (Futrell, 1992; Chaim et al., 2006)
e lesdo renal (Futrell, 1992; Veiga et al., 2000a). Os dados na literatura sobre as alteracdes do
veneno da Loxosceles sp. na medula éssea sdo escassos, porém Silva et al. (2003) observaram a
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presenca de alteracBes celulares na medula éssea e no sangue periférico causadas pelo veneno da
L. intermedia em coelhos, tais como diminuicdo do nimero de megacaridcitos correlacionada com
a trombocitopenia no inicio do envenenamento, assim como neutropenia periférica e medular
devido a migracdo intensa de neutréfilos para o tecido.

Também € importante ressaltar que as alteragdes hematoldgicas, como hemdlise e anemia,
exacerbada trombocitopenia e leucopenia/leucocitose, sdo observadas nos quadros sistémicos,
vistos especialmente em cées, contribuindo para o 6bito do paciente com loxoscelismo cutaneo-
visceral (Branco et al., 2014). Na medicina, o loxoscelismo cutdneo hemolitico também € a forma
mais grave sendo caracterizada por hemolise intravascular associada a lesdo cutanea (Barbaro e
Cardoso, 2003; Malaque et al., 2016; Malaque et al., 2017).

Apesar da vasta literatura médica sobre o loxoscelismo, 0 manejo da lesdo dermonecrdtica e das
alteragdes sistémicas ainda € controverso e, diferentes protocolos terapéuticos tém sido usados em
todo o mundo. O tratamento proposto varia de acordo com a gravidade da lesdo apresentada (Lopes
et al., 2020), como o uso de anti-histaminicos, profilaxia antitetanica e antidiftérica, analgésicos,
antibioticos e dapsona. Com relacdo as alteracBes sistémicas, a terapia de suporte (transfusao
sanguinea, diélise e hidratacdo) e uso de corticoides podem ser necessarios (Sams et al., 2001;
Davanzo et al., 2016). O desbridamento cirdrgico da lesdo, enxerto de pele, terapia hiperbarica,
curativo a vacuo também sdo tratamentos propostos para as lesdes locais (Sams et al., 2001; Vetter,
2008). Salienta-se que no Brasil, o uso do soro antiloxoscélico é limitado aos pacientes humanos
com sinais clinicos moderados a graves (Brasil, 2001) e, de acordo com Malaque et al. (2011), em
54,3% dos pacientes humanos acidentados com Loxosceles, € utilizada a soroterapia.

O uso de células tronco mesenquimais (CTM), isoladas ou associadas, tem potencial terapéutico
no tratamento das lesdes dermonecroéticas no loxoscelismo conforme observado por Martins et al.
(2022). Rodrigues (2021) utilizou o secretoma, um composto de células troficas liberadas pelas
CTM, como tratamento da dermonecrose causada experimentalmente por L. intermedia. Duas vias
foram utilizadas, intradérmica (ID) e endovenosa (EV), no grupo de animais que recebeu o
tratamento pela via EV, observou-se, microscopicamente, que houve ativacdo fibroblastica,
desenvolvimento precoce de tecido conjuntivo, neovascularizagdo e reepitelizacdo tecidual,
conferindo melhoria significativa no processo de cicatrizacdo da ferida dermonecrotica. Assim, as
terapias celulares avancadas, englobadas no conceito da medicina regenerativa, podem ser
consideradas uma nova e eficiente alternativa no tratamento de vitimas por animais peconhentos,
principalmente as aranhas do género Loxosceles.

Diante dos diferentes protocolos terapéuticos existentes e da auséncia de um soro antiloxoscélico
disponivel para uso médico veterinario, é necessaria a busca por terapias inovadoras e eficazes que
reduzam ao maximo a necrose do tecido local e 0s danos aos 6rgdos internos. Tém sido descritas,
nos Gltimos anos, as principais caracteristicas de muitos tipos de células tronco adultas, dentre elas
sua potente capacidade anti-inflamatoria e dos seus subprodutos como o secretoma, mas nao
existem pesquisas que demonstrem sua acao sobre as células sanguineas circulantes e precursoras,
tornando imperativo esse estudo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Avaliar as altera¢Ges sanguineas e medulares causadas pelo veneno de L. intermedia em coelhos,
tratados com o secretoma.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o hemograma de coelhos apés a inoculacdo do veneno de L. intermedia, tratados com
secretoma, por via intradérmica e endovenosa.

Analisar o mielograma de coelhos apés a inoculagdo do veneno de L. intermedia, tratados com
secretoma, por via intradérmica e endovenosa.
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3. Revisdo de Literatura
3.1. Aspectos biologicos do género Loxosceles

As aranhas do género Loxosceles (Heineken e Lowe 1832) pertencem a familia Sicariidae (Gremski
et al., 2014) e, apesar de terem distribuicdo mundial, os acidentes sdo descritos nas regides
temperadas e tropicais (Silva et al., 2004; Malaque et al., 2016).

Essas aranhas sdo conhecidas popularmente como “aranhas marrons” por apresentarem uma
coloragdo que varia do marrom claro ao marrom escuro e por apresentarem o formato do cefalotérax
semelhante a um violino também sdo conhecidas como “aranhas violino”. Sdo aranhas de pequeno
porte com tamanho corporal médio entre 8 e 15 mm de comprimento e patas alongadas que chegam
a 30 mm. Apresentam dimorfismo sexual, sendo que 0 macho tem o corpo menor e as patas mais
alongadas do que as fémeas (Figura 1A). Algumas caracteristicas especificas auxiliam na sua
identificagdo, como o formato do cefalotérax e a disposicéo dos trés pares de olhos (Figura 1), um
par frontal e dois pares laterais (Hogan et al., 2004; Silva et al., 2004).

A Loxosceles intermedia

Female

Figura 1. Caracteristicas da aranha marrom. A — Dimorfismo sexual de L. intermedia. Fémea com
corpo maior e pernas menores que as do macho. B — Em destaque o desenho de violino no cefalotérax
indicado pela seta e os trés pares de olhos distribuidos em semicirculos indicados com as pontas das
setas. Fonte: adaptado de Chaim et al. (2011).

As aranhas marrons podem ocupar uma variedade de habitats aridos e (midos, mas
preferencialmente &reas escuras. Na natureza, elas sdo encontradas em fendas ou sob pedras,
troncos de arvores e restos vegetais. Ja nas areas urbanas podem ser encontradas em celeiros,
garagens e locais com residuos de construcéo. Possuem boa adaptagdo em ambientes domiciliares,
0 que explica a frequéncia dos acidentes (Hogan et al., 2004; Silva et al., 2004).

A presenca dessas aranhas em ambiente domiciliar é favorecida pelo nimero reduzido de
predadores naturais, pela menor variacdo de temperatura como 0 uso de aquecedores e ar-
condicionado. Nas areas sinantropicas sdo encontradas em caixas de papeldo, atras de estantes,
camas e mesas, dentro de armarios, gavetas, sapatos e entre roupas. Sao animais resistentes, de
habitos noturnos e sobrevivem por longos periodos sem &gua ou comida e toleram uma ampla faixa
de temperatura, de 8 a 43°C (Gremski et al., 2014).
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Apesar dessas aranhas terem uma ampla distribuicdo mundial, os casos de loxoscelismo sdo mais
relatados nas Américas, particularmente no Brasil, onde é observado um aumento consideravel de
acidentes com as aranhas do género Loxosceles nos Gltimos anos (Ribeiro et al., 2020; Brasil,
2021).

Os acidentes relacionados com as aranhas do género Loxosceles no Brasil séo relatados desde o
século XIX (Barbaro e Cardoso, 2003), sendo as principais espécies de importancia médica L.
gaucho, L. laeta e L. intermedia (Barbaro e Cardoso, 2003; Silva et al., 2004; Hogan et al., 2004).
No Brasil, esses acidentes sdo de notificacao obrigatéria (Hogan et al., 2004) e dos 27.118 acidentes
notificados ao Sistema de Informacao de Agravos de Notificagdo do Ministério da Satde (SINAN),
representam 6.094 (Brasil, 2021). A maioria dos acidentes ocorre nas regides sul e sudeste,
principalmente no estado do Parand, que possui 0 maior numero de acidentes notificados. A maior
ocorréncia dos acidentes é observada nos meses mais quentes do ano (Sezerino, 1998; Malaque et
al., 2002; Barbaro e Cardoso, 2003).

Apesar dessas aranhas ndo serem agressivas, tem-se observado um aumento no nimero dos
acidentes (Malaque et al., 2002). A picada geralmente ocorre em ambiente intradomiciliar, em
circunstancias onde a aranha é comprimida contra o corpo durante 0 momento de se vestir ou ao
dormir, pois se escondem dentro de roupas e lencdis (Sezerino, 1998; Malaque et al., 2002; Barbaro
e Cardoso, 2003).

Os dados na medicina veterinaria sdo escassos, porém é observado que o nimero de casos em
animais vem acompanhando o aumento observado na medicina, principalmente pelo habito
intradomiciliar atual da maioria dos animais de estimag&o (Collacico et al., 2008; Machado et al.,
2009; Branco et al., 2014).

3.2. Veneno de Loxosceles

O veneno da aranha marrom apresenta uma composi¢do complexa, contém muitas moléculas
diferentes. Foi no final da década de 1960 e inicio da década de 1970, que se iniciou a extragdo de
veneno da aranha Loxosceles e a identificagdo de componentes individuais (Smith e Micks, 1968).
Morgan (1969), descreveu que o veneno, limpido e altamente viscoso, extraido de uma aranha
fémea adulta contém em média 50ug de proteina.

Também foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sodio
(SDS-PAGE), venenos de oito machos e oito fémeas de aranhas L. reclusa, demonstrando-se perfis
de toxicidade semelhantes entre espécimes femininos e masculinos e entre espécies distintas, como
L. laeta, L. reclusa, L. intermedia, L. adelaida, L. similis e L. gaucho (Norment e Jarratt, 1976). A
analise da massa molecular revelou trés grupos principais de proteinas com diferentes massas
moleculares -30-40 kDa, 20-30 kDa e 2-10 kDa (Geren et al., 1976; Norment e Jarratt, 1976). A
purificacdo parcial das toxinas do veneno por filtracdo em gel de Sephadex revelou trés fragdes
principais: fracdo A, com atividade hialuronidase; fracdo B, responsavel pela maior atividade
dermonecrotica e fracdo C, sem atividade dermonecrética (Smith e Micks, 1968; Morgan, 1969,
Suarez et al., 1971a,b; Wright et al., 1973, Bordon et al., 2015). Além disso, também foram
relatadas atividades de proteases, esterases e fosfatase alcalina no veneno de Loxosceles (Jong et
al., 1979; Bordon et al., 2015).

Com o uso de diferentes técnicas, tais como a cromatografia de troca catibnica em pH 4,0, foi
possivel a purificacdo da fracdo tdxica responsavel pela letalidade em camundongos, inducdo de
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necrose em coelhos, hemdlise de heméacias humanas e pela diminuicdo no tempo de coagulacdo
induzida pelo célcio no plasma humano (Babcock et al., 1985). Além disso, uma fragdo do veneno
de L. reclusa e de L. laeta também mostrou efeitos hematoldgicos adversos em camundongos
albinos e coelhos, respectivamente (Chu et al., 1978; Moran et al., 1981). Outros estudos
demonstraram anormalidades na hemostasia, incluindo alteragdes no tempo de tromboplastina
(TP), no tempo de protrombina parcial ativada (TTPa), na contagem de plaquetas e na degradacéo
de fibrinogénio-fibrina (Bascur et al., 1982). Além disso, uma fra¢do peptidica de baixa massa
molecular de L. reclusa mostrou conter componentes letais e neuroativos para insetos (Foil et al.,
1979).

A filtracdo de veneno de aranha de L. galcho, em gel de Sephadex G 100, resultou em trés fracdes
(A, B e C). As atividades dermonecrdtica e letal foram detectadas exclusivamente na fracdo A. A
andlise por SDS-PAGE mostrou que as proteinas contidas na fragdo A tem peso molecular de
aproximadamente 35.000 e 33.000. A andlise de imunoblotting mostrou que as proteinas
responsaveis pela atividade dermonecrética e letal séo muito imunogénicas e as primeiras a serem
detectadas por anticorpos durante o curso da imunizacao (Barbaro et al. 1992).

Tambourgi et al. (1998) demonstraram que uma proteina de 35 kDa, denominada F35, purificada
do veneno de L. intermedia, incorpora-se as membranas das hemécias humanas e as torna
suscetiveis a via alternativa do complemento. A proteina F35 foi purificada por cromatografia de
fase reversa, mostrando trés picos fortemente contiguos denominados P1, P2 e P3. P1 e P2
mostraram-se homogéneos por SDS-PAGE e andlise de aminoécidos N-terminal, enquanto P3
consistiu em duas proteinas altamente homologas. A sequenciacdo N-terminal de todas as quatro
proteinas mostrou um alto grau de homologia, o que foi confirmado pela reatividade cruzada de
antissoros criados contra as proteinas individuais purificadas. A caracterizagdo funcional de P1 e
P2 indicou a presenca de atividade de esfingomielinase e qualquer proteina isolada foi capaz de
induzir todos os efeitos in vivo observados com veneno bruto, incluindo hemolise complemento-
dependente e dermonecrose. Em todos os ensaios, P2 foi mais ativa que P1, enquanto P3 foi
completamente inativa. Esses dados mostram que diferentes efeitos biol6gicos do veneno de L.
intermediam podem ser atribuidos a atividade esfingomielinase de duas proteinas altamente
homologas, P1 e P2.

Atividades de protease também foram encontradas nos venenos de Loxosceles, com distintos perfis
de massa molecular e preferéncias de substrato (Feitosa et al., 1998; Veiga et al., 2000). Com base
nas caracteristicas enzimaticas, elas foram classificadas como metaloproteases e serinoproteases.
Duas metaloproteases de aranha marrom foram identificados, a saber, loxolisina A (20 kDa), com
atividade sobre fibronectina e fibrinogénio, e loxolisina B (30 kDa), com atividades gelatinoliticas
(Feitosa et al., 1998). A respeito de presenca de metaloproteases no veneno de Loxosceles, duas
proteases também foram encontradas no veneno de L. rufescens, uma protease fibrogenolitica de
23 kDa e uma protease gelatinolitica de 27 kDa. Suas atividades foram inibidas pela 1,10-
fenantrolina, confirmando a caracteristica das metaloproteases (Young e Pincus, 2001, Silveira et
al., 2002). A degradacdo do fibrinogénio ocorreu em diferentes venenos de Loxosceles; e,
novamente, a inibicdo da degradacdo pela 1,10-fenantrolina também foi relatada (Zanetti et al.,
2002; Barbaro et al., 2005).

Serinoproteases foram detectadas no veneno de L. intermedia por ensaios zimograficos mostrando
dois sinais gelatinoliticos com massas moleculares elevadas (85 kDa e 95 kDa). A natureza
bioguimica dessas proteases foi caracterizada pela inibi¢éo total da hidrélise da gelatina usando
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inibidores distintos de serinoproteases, como aprotinina, benzamidina, leupeptina, flureto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) e inibidor de tripsina de soja (Veiga et al., 2000).

O veneno de L. intermedia foi investigado quanto a presenca de toxinas inseticidas ativas contra
Spodoptera frugiperda (Lepdoptera: Noctuidade), inseto que tem causado grandes redugdes na
producdo de milho no Brasil. Uma combinacdo de filtracdo em gel (Sephadex G-100) e
cromatografia de troca ibnica (Carboximetil Celulose, CM 52) resultou em quatro fracdes
principais que foram submetidas ao ensaio bioldgico. A fracdo 4 foi ainda purificada por HPLC de
fase reversa (Coluna C18) resultando em peptideos ativos contra Spodoptera frugiperda. Trés
novas toxinas potenciais inseticidas denominadas LiTx x 1, LiTx x 2 e LiTx x 3 foram identificadas.
As sequéncias parciais do terminal amino desses peptideos foram obtidas e usadas para clonar 0s
DNA complementares (cDNA) correspondentes com a ajuda de oligonucleotideos degenerados. A
sequéncia de aminoacidos deduzida do cDNA de LiTx x 1, LiTx x 2 e LiTx x 3 revelou proteinas
maduras de aproximadamente 7,4, 7,9 e 5,6 kDa (Castro et al., 2004).

Trevisan-Silva et al. (2009) relataram a existéncia de uma familia de toxinas metaloproteases do
tipo astacina no veneno de L. intermedia, bem como no veneno de diferentes espécies de
Loxosceles. Usando uma biblioteca de cDNA da glandula de veneno de L. intermedia, foram
clonados dois novos cDNA que codificam toxinas metaloproteases do tipo astacina, LALP2 e
LALP3. Utilizando um antissoro contra a toxina semelhante a astacina descrita anteriormente no
veneno de L. intermedia (LALP1), foram detectadas toxinas imunologicamente relacionadas nos
venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho. Experimentos zimogréaficos mostraram atividade
gelatinolitica dos venenos brutos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho (que pode ser inibida pelo
guelante de metal bivalente 1,10-fenantrolina) em mobilidades eletroforéticas idénticas as relatadas
para reatividade cruzada imunoldgica. Além disso, RNA mensageiro (MRNA) extraidos das
glandulas de veneno de L. laeta e L. gaucho foram rastreados para metaloproteases do tipo astacina
e cDNA obtidos usando primers especificos de LALP1 foram sequenciados, e suas sequéncias de
aminoacidos deduzidas confirmaram que eram membros da familia astacina com a familia
assinaturas (HEXXHXXGXXHE e MXY), LALP4 e LALPS5, respectivamente. A comparacéo de
sequéncias de sequéncias de aminoacidos deduzidas revelou que LALP2, LALP3, LALP4 e LALP5
estdo relacionados a familia astacina. Os autores cogitaram a possibilidade de que essas moléculas
estejam envolvidas nos efeitos deletérios desencadeados pelo veneno.

A hialuronidase € a fragdo responsavel pelo espalhamento gravitacional da lesdo dermonecrotica
caracteristica no loxoscelismo, pois degrada a matriz extracelular causando hidrélise do tecido
conjuntivo e degradacdo do acido hialurénico (Silveira et al., 2007). O papel das hialuronidases do
veneno de Loxosceles como fatores de disseminacdo foi demonstrado quando se utilizou uma
hialuronidase recombinante de L. intermedia (Ferrer et al., 2013). A hialuronidase de Dietrich,
como foi nomeada, foi expressa em células de Escherichia coli e submetida a redobramento in vitro
para obter uma enzima marcada 6xHis solGvel e ativa com aproximadamente 45 kDa. Esta enzima
recombinante reteve determinantes antigénicos lineares de hialuronidases nativas do veneno bruto
de Loxosceles como demonstrado por imunoensaios. Por fim, a hialuronidase de Dietrich aumentou
a area de dermonecrose e acentuou o edema induzido por uma fosfolipase D recombinante, bem
como desencadeou a propagacdo gravitacional da lesdo. Esses dados provaram o papel das
hialuronidases de Loxosceles como um fator de disseminacéo de outras toxinas proximas ao local
da picada (Ferrer et al., 2013). Duas outras hialuronidases de aranha foram produzidas como
toxinas recombinantes: CsHyal (de Cuppienius salei), que foi produzida em E. coli e redobrada
posteriormente e BvHyal (de Brachypelma vagans), que foi expressa usando o sistema de
baculovirus em células de insetos (Clement et al., 2012; Biner et al., 2015). CsHyal potencializou
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a atividade inseticida de neurotoxinas em presas de invertebrados, e os autores especularam que
esta glicosidase pode atuar como um fator de disseminac¢ao que aumenta a atividade de compostos
neurotoxicos do veneno (Biner et al., 2015).

Uma nova isoforma da hialuronidase do veneno de L. intermedia foi produzida em um sistema de
células de insetos infectados por baculovirus e denominada LiHyal2 (Dantas et al., 2016). Esta
glicosidase recombinante foi produzida como uma enzima glicosilada ativa e a caracterizacdo
bioldgica de LiHyal2 confirmou sua capacidade de atuar como fator de disseminag&o.

3.3. Loxoscelismo

O veneno da Loxosceles provoca efeitos nocivos em mamiferos sendo utilizado com o objetivo de
paralisar a presa e como mecanismo de defesa (Gremski et al., 2014; Vetter, 2011). Esse veneno
causa lesdes celulares por meio de diversos mecanismos (Sitprija, 2008) e sua distribuicdo no
organismo é determinada pela perfusdo sanguinea e pela habilidade em atravessar o endotélio
vascular e penetrar nas células (Sitprija e Sitprija, 2012; Sitprija e Boonpucknavig, 2014).

O mecanismo de acdo do veneno ndo esta totalmente elucidado, entretanto estudos demonstram
gue se trata de um processo multifatorial, que envolve a acéo direta do veneno sobre os tecidos e a
resposta do organismo a agressao causada pelo mesmo (Barbaro e Cardoso, 2003; Malaque et al.,
2016) e hd um consenso de que as isoformas da fosfolipase D s@o as responsaveis pela patologia
do envenenamento em mamiferos (Fingermann et al., 2020).

A lesdo dermonecroética observada no loxoscelismo é decorrente de um processo complexo que
inicialmente é caracterizado pelo efeito direto do veneno sobre as células, componentes da
membrana celular, da membrana basal e matriz extracelular. A interacdo inicial entre o veneno e
0s tecidos ativa mecanismos enddgenos tais como: o sistema complemento, migracao e liberacéo
de enzimas proteoliticas pelos polimorfonucleares (PMN), agregacdo plaquetéria, liberacdo de
diversas citocinas e quimiocinas, participacdo de enzimas hidroliticas que contribuem para o
aumento da lesdo por meio de danos na microvascularizagdo, perturbacdo no fluxo sanguineo,
inducdo de edema e acdo isquémica levando a uma degeneracdo celular e dano tecidual local
(Barbaro e Cardoso, 2003). Apesar das fosfolipases-D serem consideradas 0 componente chave
para o desenvolvimento da lesdo dermonecrdtica (Silva et al., 2004; Malague et al., 2016) outras
fracGes contribuem para as manifestacOes clinicas (Cordeiro et al., 2015).

A sindrome clinica decorrente dos acidentes com as aranhas do género Loxosceles é denominada
de loxoscelismo e possui duas apresentacoes clinicas distintas: cutaneo e cutaneo-visceral (Futrell,
1992; Silva et al., 2004; Malaque et al., 2016).

A apresentacdo clinica do loxoscelismo depende de vérios fatores, como a quantidade inoculada de
veneno, da espécie, sexo e do estagio de desenvolvimento da aranha, assim como da regido
anatdémica afetada pela picada, da idade, estado de saude, presenca ou ndo de comorbidades e da
resposta imune do paciente (Malaque et al., 2016).

O loxoscelismo cutaneo é a apresentacao clinica mais frequente, sendo observada no local da picada
a presenca de uma lesdo que apresenta um curso relativamente lento, podendo progredir para a
formacdo de uma necrose. A picada da Loxosceles normalmente é indolor, podendo passar
desapercebida num primeiro momento, ou levemente dolorida, sendo relatada como uma picada de
agulha ou sensacao de coceira, € a maioria das vitimas ndo percebem, pois 0s acidentes acontecem
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durante o sono. Apds um periodo de 2 a 6 horas ap0s a picada, a intensidade da dor pode aumentar
e ser acompanhada por edema e eritema no local. Nas primeiras 24 horas, a lesdo caracteristica do
loxoscelismo pode evoluir com a formacdo de uma macula dolorosa e irregular apresentando uma
lesdo em “placa marmodrea”, por apresentar centro necrético circundado por um anel isquémico
esbranquicado em um fundo eritematoso (Malaque et al., 2002; Malaque et al., 2016). Essa lesdo,
no entanto, ndo é observada com frequéncia nos animais, ja que dificilmente se forma o anel
esbranquicado (Silva et al., 2004). A ferida evolui para uma Glcera geralmente dolorida e de dificil
cicatrizacdo (Isbister e White, 2004; Peterson, 2006).

As metaloproteases presentes no veneno, conhecidas por atuarem como fatores hemorragicos
(Feitosa et al., 1998), causam degradacdo dos componentes da matriz celular e, em associa¢do com
as serinoproteases podem alterar a hemostasia (Feitosa et al., 1998; Silveira et al., 2002). As
metaloproteases, também atuam como um fator de espalhamento das demais toxinas presentes no
veneno, ja que agem sobre os componentes da matriz celular (Feitosa et al., 1998; Silveira et al.,
2002).

Apdbs um periodo de sete a 10 dias, a lesdo local vai se delimitando até formar uma crosta necrotica
seca, escara necrdtica com as bordas bem definidas (Barbaro e Cardoso, 2003; Malaque et al.,
2016), sendo incomum a presenca de infec¢do secundaria (Isbister e Fan, 2011). A crosta necrotica
se desprende na segunda ou terceira semana, deixando uma ulcera com profundidade e extensao
variaveis (Barbaro e Cardoso, 2003; Malaque et al., 2016).

N&o sdo todas as lesdes que evoluem para necrose. Existem algumas variaveis que estdo associadas
a diversidade das lesdes encontradas no loxoscelismo como: a quantidade de veneno inoculado, a
espécie, sexo e estagio de desenvolvimento da aranha, além da resposta individual do paciente
(Schenone et al., 1989).

Os sinais clinicos cutaneos acontecem na maioria das vezes, sendo as toxinas presentes no veneno
sd0 as responsaveis por esses efeitos que variam desde eritema a areas de necrose e ulceracdo em
humanos e em modelos experimentais, como os coelhos (Martins et al., 2022). Nos estudos
realizados em coelhos foram observadas as mesmas lesdes presentes nas bidpsias de pele de
humanos, area de dermonecrose com infiltrado de células inflamatérias na derme (Barbaro et al.,
1992; Ospedal et al., 2002; Martins, 2014; Rodrigues, 2021; Martins et al., 2022).

O loxoscelismo cutaneo-visceral é a forma mais grave sendo caracterizada por hemdlise
intravascular associada a lesdo cutanea (Barbaro e Cardoso, 2003; Malaque et al., 2016; Malaque
et al.,, 2017). Esta é a forma mais grave do loxoscelismo, pois a hemdlise pode levar ao
desenvolvimento de injdria renal aguda (IRA) e coagulacéo intravascular disseminada (CID) que
sdo as principais causas de Obitos nessa apresentacao (Futrell, 1992; Isbister e Fan, 2011; Malaque
etal., 2011).

A frequéncia do loxoscelismo cutaneo-visceral varia de acordo com a espécie de Loxosceles
envolvida no acidente (Malaque et al., 2016). Estudos realizados em &reas endémicas de L. laeta
mostraram uma taxa de 13 a 16% (Schenone et al., 1989; Sezerino et al., 1998) e uma frequéncia
de 10% nas &reas com predominio de L. gaucho (Malaque et al., 2011), sendo raro nas areas com
predominio de L. reclusa (Wright et al., 1997) e muito raro em &reas endémicas de L. intermedia e
L. rufescens (Borkan et al., 1995). Essa apresentagdo tem uma frequéncia alta em criancas (Sezerino
et al., 1998).
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A hemdlise pode ser aguda ou insidiosa, ocorrendo entre 48 e 96 horas apds a picada. No entanto,
os sinais clinicos de hemolise intravascular, como anemia, ictericia e hemoglobindria geralmente
ocorrem nas primeiras 24 horas apos o acidente (Futrell, 1992). A presenca de hemolise subclinica
foi relada em regides onde a maioria dos acidentes sdo atribuidos a L. gaucho (Malague et al.,
2011). N&o existe correlacdo entre a gravidade da lesdo local e a da hemdlise (Malaque et al., 2017),
porém complicagcbes como a injaria renal aguda (IRA) e a coagulacdo intravascular disseminada
(CID) séo observadas nos pacientes com hemolise intensa (Malaque et al., 2011).

Em ambas as apresentacOes clinicas do loxoscelismo sdo observadas manifestacdes sistémicas
inespecificas, como exantema papular e macular, eritema palmar e plantar, dor de cabeca, fragueza,
mal-estar, tontura, nauseas, vomitos e febre (Futrell, 1992; Malaque et al., 2011). As manifestacdes
sistémicas sdo relativamente comuns, ocorrendo normalmente nas primeiras 48 horas apds o
acidente, e quando presente podem ajudar a estabelecer o diagnoéstico de loxoscelismo (Malaque et
al., 2017).

3.4. Alteragdes hematoldgicas e medulares

Sabe-se que as alteracBes precoces nos parametros hematoldgicos sao dificeis de serem relatadas
em acidente envolvendo humanos e animais, jA que a maioria dos pacientes é admitida para
atendimento 48 horas apds o acidente (Malaque et al., 2002). Além disso, diferentes graus de
toxicidade do veneno, ja foram demonstrados experimentalmente para L. gaucho, L. intermedia e
L. laeta, podem influenciar a apresentagdo clinica e a gravidade do envenenamento (White et al.,
2008).

O veneno da Loxosceles pode causar hemdlise intravascular, porém a patogénese, da forma mais
grave, o loxoscelismo cutaneo-hemolitico, e as vias exatas da acdo do veneno ainda ndo estio
totalmente elucidadas. Acredita-se que haja o envolvimento de diversos mecanismos moleculares
e/ou celulares, assim como vias patogénicas. Além das alteracdes ocasionadas pela acdo da SMase
D, o veneno tem um efeito direto hemolitico nas hemécias (Hogan et al., 2004; Silva et al., 2004),
pois essa enzima é capaz de ativar metaloproteases enddgenas que clivam as glicoforinas da
superficie das hemacias, fazendo com essas células sejam susceptiveis a lise pelo sistema
complemento (Tambourgi et al., 2000; Tambourgi et al., 2007).

Futrell et al. (1979) descreveram um modelo para estudo da hemélise associada com o veneno da
aranha marrom. Nesse modelo foi observado reacdo hemolitica em hemaécias de humanos e suinos,
mas em coelhos e em cobaias ndo houve hemolise, o que indica alguma variagdo na susceptibilidade
animal. Silva et al. (2003) relataram que as hemacias de coelhos sdo resistentes a hemolise induzida
pelo veneno de Loxosceles spp. pela auséncia de glicoforina na superficie das hemécias dessa
espécie, que sdao um alvo importante para os componentes hemoliticos do veneno. Entretanto,
Barreto et al. (2007) observaram que o veneno de L. gaucho, apesar de ndo ocasionar hemdlise em
coelhos, foi capaz de modificar a funcdo das hemécias devido a alteracdo na permeabilidade da
membrana.

Martins (2014) observou que houve diminuicdo do hematocrito de coelhos, trés dias apos a
inoculacdo do veneno da L. laeta e, seis dias ap6s, independente do tratamento instituido, houve
retorno a normalidade do hematdcrito. Esses resultados mostram uma anemia discreta podendo ser
decorrente da hemorragia observada macro e microscopicamente no local da ferida (Tavares et al.,
2004; Martins et al., 2022). Tavares et al. (2004) ndo viram evidéncias de hemdlise intravascular
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em coelhos ap6s o envenenamento experimental com L. gaucho confirmando os achados anteriores
de uma possivel maior susceptibilidade da espécie ao veneno.

Os PMN possuem um papel critico nas lesdes dermonecroticas e migram para o tecido lesado, com
consequente alteracdes na celularidade da medula 6ssea e no sangue periférico. A diminuicdo dos
PMN protege contra o processo patoldgico induzido pelo veneno, mas o veneno ndo causa a
ativacdo direta desses PMN (Smith e Micks, 1970). Patel et al. (1994) confirmaram que o veneno
ativa as células endoteliais que, por sua vez, ativam os PMN. Uma vez ativadas, as células
endoteliais sdo as responsaveis pela lesdo tecidual.

A observacdo do nimero de leucdcitos na circulagdo sanguinea é variavel e depende do tempo da
coleta apds o envenenamento, assim como a dose do veneno inoculada (Silva et al., 2003,
McGlasson et al., 2007; Malaque et al., 2011). Em um experimento com coelhos, Silva et al. (2003)
relataram presenca de leucopenia intensa, 24 horas ap6s a administracdo do veneno de L.
intermedia, com posterior recuperacao cinco dias ap6s 0 envenenamento. Ja Tavares et al. (2004)
relatam leucopenia nas primeiras 24 horas apds o envenenamento seguida por leucocitose, que
atingiu o pico com 72 horas.

Verificou-se que a leucopenia esta relacionada a neutropenia, ambas observadas no mesmo periodo.
Esse fato ocorre devido a migragdo intensa de neutrofilos para o tecido, horas apds o acidente,
ocasionando um decréscimo transitorio de leucdcitos na circulagdo sanguinea (Tavares et al.,
2004). McGlasson et al. (2007) observaram resultados semelhantes 24 horas ap6s a inoculagao de
4 e 10pg do veneno da L. reclusa em coelhos. Entretanto, verificou-se leucocitose intensa e
estatisticamente significativa 72 horas apos a inoculag&o.

O loxoscelismo também pode causar leucocitose, mesmo em auséncia de processo infeccioso.
Embora o0 mecanismo da leucocitose induzida pelo veneno nao seja completamente compreendido,
acredita-se que a leucocitose seja devido ao efeito da fosfolipase D, que induz uma quimiotaxia de
neutrofilos (Gremski et al., 2014).

A avaliacdo do numero plaquetério nos pacientes acometidos pelo loxoscelismo é muito
importante, ja que a coagulacdo intravascular ¢ um achado constante nessa sindrome (Elston et al.
2000). A trombocitopenia ocorre de uma forma precoce nos acidentes por Loxosceles sp., devido
ao consumo intenso durante a hemorragia no local da picada (Silva et al., 2003). Valores minimos
de plaquetas foram observados 24 horas apés o envenenamento (Pauli et al., 2009), com
reestabelecimento da normalidade cerca de 24 horas apés. A trombocitopenia é tida um evento
precoce e transitorio (Tavares et al., 2004; Pauli et al., 2009).

O envolvimento de plaquetas no loxoscelismo foi observado em cées que apresentaram
trombocitopenia apds administracdo intravenosa do veneno de L. reclusa (Denny et al., 1964). Fato
também observado por Branco et al. (2014) em um c&o com diagnostico presuntivo de loxoscelismo
cutaneo-visceral.

O veneno de diferentes espécies de Loxosceles promove agregacao plaquetaria e trombocitopenia,
que é causada pela esfingomielinase D (Kurpiewski et al., 1981), como evidenciado em estudos
com venenos de L. reclusa, L. intermedia e L. laeta que indicam que a trombose capilar é um evento
precoce seguido por um influxo de leucécitos (Elston et al. 2000) e coagulagéo intravascular no
local da picada (Futrell, 1992).
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Os mecanismos gue levam a distdrbios sistémicos no loxoscelismo podem envolver alteracbes na
regulacdo de citocinas pré-inflamatérias e na coagulagdo, o que pode criar um ambiente hiper
coagulavel. O veneno também tem um efeito direto prejudicial nas membranas endoteliais na
parede do vaso sanguineo, propiciando a deposi¢do de fibrina e a formacéo de trombos dentro dos
vasos sanguineos (Zanetti et al., 2002).

O estudo de Tavares et al. (2004) mostrou que os coelhos apresentam um status pré-coagulante
progressivo com trombocitose, hiper agregacdo plaquetéria, hiperfibrinogenemia e aumento na
concentracdo plasmatica dos fatores de coagulacdo 72 e 120 horas apds a inoculacdo do veneno da
L. gaucho. Nessas condi¢es, um eventual processo hemolitico poderia desencadear uma ativagédo
hemostética levando a um quadro de coagulacdo intravascular disseminada (CID). Uma vez que
auséncia de hemdlise e CID, nesse estudo, consiste com a hip6tese de que ha uma conexao entre
esses dois eventos no loxoscelismo cutadneo-hemolitico.

Silva et al. (2003) estudaram os efeitos do veneno das aranhas do género Loxosceles sobre a
celularidade da medula 6ssea e do sangue periférico apds o envenenamento. O objetivo principal
dessa pesquisa foi determinar se 0 veneno tem efeito direto na medula éssea e no sangue periférico
ou se as alteracBes observadas sdo secundarias as demandas teciduais. A diminuigdo dos
megacaridcitos foi correlacionada com a trombocitopenia periférica nos tempos 4 e 12 horas, porém
apos um periodo de 24 a 48 horas foi observado um aumento na contagem dos megacariocitos e
plaquetas. Esses valores foram normalizados ap6s cinco dias do envenenamento. A
trombocitopenia pode ser consequéncia do extensivo consumo das plaquetas no local da picada ou
da acdo direta do veneno levando a consequente depressao dos megacariécitos, porém essa agao
teria um efeito transitorio, j& que houve a normalizacdo dos valores dentro de cinco dias. Essa
depressao tem correlacdo com as alteracdes observadas nas bidpsias de pele realizadas em coelhos

A neutropenia periférica é uma consequéncia da diapedese dos neutrofilos para o tecido, associada
a uma ndo resposta ou esgotamento medular (Silva et al., 2003). A hip6tese de que 0 veneno de
Loxosceles é um agonista endotelial e que as células endoteliais ativadas sdo responsaveis pela
ativacdo dos PMN foi testada por Patel et al. (1994).

Da mesma forma, a trombocitopenia periférica pode ser consequéncia da migracdo extensiva de
plaquetas para a lesdo dermonecrética e formagao de trombos ou devido a uma depressdo medular
transitoria causada pelo veneno da L. intermedia (Silva et al., 2003).

Em relagdo ao eritrograma, Silva (2005) ndo observou alteracdo nos parametros eritrocitarios no
sangue periférico, porém descreveu que houve uma diminuicao significativa da concentracdo dos
eritroblastos na medula 6ssea. Foi levantada a hipotese de que essa diminuicdo medular fosse
devido a um efeito mitogénico, ocasionando uma maior diferenciacdo dos eritroblastos para a
manutencao da série vermelha no sangue periférico ou uma possivel acdo direta do veneno sobre
os eritroblastos.

3.5. Diagnadstico

O diagnostico do loxoscelismo raramente é baseado na identificacdo da aranha, pois essa nao
costuma ser levada no momento da avaliacdo do paciente. Diante disso, é baseado em achados
clinicos e epidemiolégicos, por meio dos sinais e sintomas clinicos (Wright et al., 1997; Vetter,
1999) e excluséo de outras patologias (Sezerino et al., 1998).
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N&o h& na rotina clinica nenhum teste disponivel para diagnostico desses acidentes (Malague et al.,
2016), porém o ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) foi usado experimentalmente para
detectar o veneno de lesBes e soro ou anticorpos circulantes do veneno, mas seu uso ndo é utilizado
rotineiramente na clinica (Silva et al., 2004; Hogan et al., 2004; Gremski et al., 2014).

3.6. Tratamento

Ainda ndo ha um consenso sobre a melhor terapia para o tratamento das feridas dermonecroéticas
decorrentes do loxoscelismo. Diversas terapias ja foram avaliadas em estudos experimentais, porém
os dados sdo divergentes e poucas conclusdes podem ser feitas quanto a melhor terapia,
principalmente para a melhor resolugdo da ferida dermonecrética (Maynor et al., 1997; Hogan et
al., 2004; Swanson e Vetter, 2005).

Apesar do soro antiloxoscélico ser o Gnico tratamento especifico para neutralizar a acdo do veneno
(Brasil, 2001), o seu uso ndo esta disponivel na medicina veterinaria (Collacico et al., 2008), e as
opinides sdo divergentes quanto a sua eficacia em neutralizar os efeitos locais do veneno (Pauli et
al., 2009). Portanto, a terapia é baseada nos sinais clinicos observados, sendo utilizado tratamento
de suporte, analgesia e limpeza da ferida associada ao uso de antibiéticos sistémicos (Malaque et
al., 2002). Mas, varias outras terapias sao reportadas: oxigénio hiperbarico (Phillips et al., 1995;
Maynor et al., 1997), anti-histaminicos (Phillips et al., 1995), excisdo cirdrgica da ferida,
corticoides (Rees et al., 1985), dapsona (Rees et al., 1985; Barret et al., 1994; Phillips et al., 1995;
Elston et al., 2005; Martins, 2014) e células tronco mesenquimais (Rodrigues, 2021; Martins et al.,
2022).
3.6.1. Células tronco mesenquimais e secretoma

As células tronco (CT) sdo células indiferenciadas que apresentam alta capacidade de proliferacéo,
autorrenovacao, diferenciacdo em linhas celulares especializadas e regeneragdo de tecidos. Essa
capacidade é dependente da sua origem e potencialidade, podendo ser isoladas e caracterizadas a
partir de tecidos embrionarios fetais ou adultos (Sanders et al., 2006; Zakrzewski et al., 2019).
Como possuem propriedades com grande potencial terapéutico, vem sendo utilizadas em diversos
contextos clinicos (Chamberlain et al., 2007; Kang et al., 2010; Fierabracci et al., 2016; Bari et al.,
2018).

De acordo com o seu potencial de diferenciacdo sao classificadas em célula-tronco totipotentes,
que tem a capacidade de formar um organismo inteiro; pluripotentes, capazes de formar células de
todas as camadas germinativas, mas ndo de estruturas extraembrionarias; multipotentes, que
formam linhagens celulares mais especificas; oligopotentes, que se diferenciam em varios tipos
celulares; e unipotentes, capazes de formar apenas um tipo celular (Zakrzewski et al., 2019).

As células tronco mesenquimais (CTM) sdo CT adultas e ndo apresentam restri¢des éticas em sua
utilizacdo, sendo mais bem caracterizadas e estudadas, tornando-se uma opgdo na medicina
regenerativa. A principal desvantagem das CTM ¢é a sua caracteristica de multipoténcia, ndo sendo
capazes de originar células de todos os folhetos embrionarios (Barreto Filho e Oliveira, 2012). As
CTM séo extraidas da medula dssea, mas células com caracteristicas semelhantes foram isoladas
de diversos tecidos: adiposo (Zuk et al., 2001), pele (Toma et al., 2001), membranas fetais (Bailo
et al., 2004) e liquido amnidtico (De Coppi et al., 2007).

As CTM possuem capacidade de se diferenciar em varias células da linhagem mesenquimal, como
osteoblastos, condrdcitos, adipocitos, fibroblastos e mioblastos (Kim et al., 2017) e sdo uma
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populacdo heterogénea de células que apresentam expressdo variavel de marcadores dependendo
da origem do tecido, método de isolamento e cultura, por isso a expressao de marcadores in vitro
pode nem sempre refletir os padrdes de expressdo in vivo (Chamberlain et al., 2007).

Com o intuito de caracterizar a populacéo celular, a Sociedade Internacional para Terapia Celular
definiu critérios minimos para a classificagdo das CTM (Dominici et al., 2006): aderéncia a
superficie plastica, multipoténcia in vitro (capacidade de diferenciar em osteoblastos, condroblastos
e adipdcitos em condic¢des adequadas), padrdo de expressao de marcadores de superficie celular de
CD105, CD73 e CD90 para mais de 95% da populacdo celular e expressdo menor que 2% ou
auséncia de expressdo dos marcadores de superficie celular CD45, CD34, CD14, CD11b CD79a,
CD19 e HLADR classe Il (Dominici et al., 2006; Kim et al., 2017).

O potencial terapéutico das CTM pode ser atribuido aos seguintes mecanismos-chave de agéo: 1)
homing, que é uma caracteristica distinta dessas células em comparacdo com a maioria dos outros
tipos celulares pela qual as CT administradas por via sistémica migram para o foco da leséo devido
asinalizagGes quimicas (Vizoso et al., 2017), sendo esta caracteristica a base para que as CT possam
atingir os sitios alterados apds a administracdo endovenosa, intra-lesional ou peri-lesional (Baglio
et al., 2012). As citocinas liberadas nos sitios de inflamacgdo ou lesdo promovem a sinaliza¢éo
quimica para orientar a migracéo das células implantadas (Dahlgren, 2009); 2) diferenciacdo em
multiplos tipos celulares, enxertando-se localmente e induzindo a restauragdo da funcédo tecidual
(Deans e Moseley, 2000; Jiang et al., 2006); 3) secrecdo de fatores bioativos que podem afetar
potencialmente os processos fisioldgicos locais e sistémicos (Gnecchi et al., 2008).

As CTM podem ser utilizadas através de implante local, no caso de doencas localizadas, como
feridas cutaneas; transplantes sistémicos em associacao a terapia génica, e ainda a sua utilizacéo
em protocolos de engenharia celular (Chamberlain et al., 2007). Nas Gltimas duas décadas, muito
progresso foi feito no delineamento dos mecanismos moleculares de acéo das CTM e sua potencial
aplicagdo na terapia regenerativa para um amplo espectro de doencas, incluindo varias doencgas
autoimunes e inflamatorias (Li et al., 2021).

O fato de as CTM manterem a capacidade de se diferenciar em linhagens celulares especializadas
in vitro, apresentarem relativa facilidade de obtencdo e expansdo em cultura, baixo risco
imunogénico e tumorogénico, além de serem naturalmente recrutadas pelo organismo para reparar
tecidos danificados (Elisseeff et al., 2005) fazem das CTM uma fonte promissora de CT para a
medicina regenerativa e terapia génica (Chamberlain et al., 2007). As terapias celulares que usam
CTM tém a flexibilidade de serem aplicadas de forma autélogas, a partir de amostras do proprio
paciente, ou alogénicas, a partir de um banco de células (Elisseeff et al., 2005). No entanto, estudos
demonstram que, de modo geral, as CTM apresentam baixa sobrevida no ambiente lesionado ap6s
a sua inoculacdo. Desta forma, acredita-se que a sinalizagdo paracrina seja o provavel mecanismo
de atuacdo das CTM no reparo tecidual, atuando pela alteragdo do microambiente a partir da
secrecdo de fatores troficos.

Gnecchi et al. (2005) demonstraram que as CTM mediam seus efeitos terapéuticos pela liberacéo
de fatores parécrinos, conhecidos como secretoma, que € descrito por uma mistura complexa de
produtos sollveis, composto por uma fracdo proteica, constituida de citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento, e por microvesiculas insolGveis, conhecidas como vesiculas extracelulares
(Crivelli et al., 2017), que possui um grande potencial terapéutico (Bari et al., 2018; Teixeiraet al.,
2020). As moléculas secretadas estdo envolvidas em diversos processos bioldgicos que incluem
recrutamento de células vizinhas, morte celular, proliferacdo, hematopoiese, angiogénese,
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propriedades imunomoduladoras e organogénese (Chamberlain et al., 2007). Teixeira et al. (2013)
observaram que o secretoma é o principal responsavel pelo reparo tecidual mediado pelas CTM.

A utilizacdo do secretoma tem vantagens em relacdo ao transplante de células, como a
sobrevivéncia das células ap6s o transplante, menor expressdo antigénica quando comparado com
0 uso de células vivas proliferativas, economia e praticidade para as aplicacdes clinicas, evitando a
coleta por meio de procedimentos invasivos, além da segurancga pois 0s ensaios clinicos realizados
até o momento, demonstram eficécia e auséncia de feitos adversos (Vizoso et al., 2017).

Estudos recentes realizados por Rodrigues (2021) e Sanchez-Castro et al. (2021) avaliaram a
eficAcia do secretoma como agente terapéutico no loxoscelismo e envenenamento botropico,
respectivamente. Rodrigues (2021) observou que o secretoma tem um potencial terapéutico,
quando utilizado por via endovenosa, devido a reducéo da inflamacéo aguda local, além da ativacéo
de fibroblastos, desenvolvimento precoce de tecido conjuntivo, neovascularizagdo e reepitelizacéo
tecidual. Sanchez-Castro et al. (2021) observaram a reducdo da mionecrose, o que favoreceu uma
resposta regenerativa bem-sucedida.

Nesse sentido, a possibilidade de combinar imunoterapia com antivenenos e a terapia celular com
capacidade anti-inflamatdria potente, aparece como uma real possibilidade aos problemas de
envenenamento por Loxosceles.

4. Medula 6ssea

O tecido da medula 6ssea fornece microambientes complexos para o suporte estrutural e nutricional
essencial para a diferenciacdo ordenada, proliferacdo, maturacgdo e liberacdo de células sanguineas
em desenvolvimento. A principal funcdo da medula 6ssea é a producédo de todos os tipos de células
sanguineas a partir de células-tronco primitivas em mamiferos adultos. A medula dssea responde
de forma sensivel ao aumento da demanda de células do sangue periférico por meio de fatores de
crescimento hematopoiéticos e alteracdes em seu microambiente (Stacy e Harvey, 2017).

A medula 6ssea é um local de intensa multiplicacdo e maturagdo celular e a sua avaliagdo € indicada
quando estdo presentes anormalidades nas células do sangue periférico que ndo podem ser
explicadas no contexto da histéria clinica, exame fisico ou por outros métodos adicionais, como
por exemplo pancitopenia, anemia arregenerativa, trombocitopenia e leucopenia persistentes,
estadiamento de linfoma etc. (Harvey, 2012; Thrall e Weiser, 2012; Stacy e Harvey, 2017), além
de ter importancia nos estudos de avaliacdo de toxicidade ou seguranca (Travlos, 2006).

A abordagem sistematica para avaliacdo do mielograma € a base para a interpretacdo completa e
precisa dos achados citologicos qualitativos e semiquantitativos da medula 6ssea. A identificacdo
adequada das células é crucial para a avaliagdo citoldgica (Stacy e Harvey, 2017).

Os precursores eritroides, quando comparados com a série granulocitica, sdo menores, tendem a
apresentar nucleos arredondados, cromatina grosseira e citoplasma de coloracéo azulada que se
torna résea a medida que as células mais diferenciadas sintetizam hemoglobina (Harvey, 2012;
Thrall e Weiser, 2012; Stacy e Harvey, 2017). Quando a maturacdo celular é ordenada, o ntcleo é
extrusado antes que as células estejam totalmente maduras, resultando na formacdo de um
reticulécito (Stacy e Harvey, 2017). Os estdgios de desenvolvimento da série eritroide, de células
imaturas a maduras, incluem rubriblasto, prorrubricito, rubricito, metarrubricito, eritrécito
policromatofilico e eritrécito maduro (Thrall e Weiser, 2012).
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Os precursores granulociticos (mieloides) tendem a apresentar o nlcleo com formato irregular e,
as vezes excéntrico, com cromatina muito fina, pontilhada e abundante citoplasma de coloragéo
violeta. A medida que a célula amadurece, o ntcleo alonga-se e torna-se arredondado a reniforme
ou de formato de ferradura a segmentado. Os estagios de maturacéo dessa série, de células imaturas
a maduras, incluem mieloblasto, promielécito, mieldcito, metamielécito, neutréfilo bastonete e
neutréfilo segmentado (Thrall e Weiser, 2012).

As células da série megacariocitica sdo grandes e seus fragmentos citoplasmaticos tornam-se as
plaquetas, importantes no mecanismo de coagulacdo. Os estagios de maturacao, de célula imatura
a madura, sdo megacarioblasto, promegacariocito e megacaridcito (Thrall e Weiser, 2012).

A linhagem de células monocitica é responsavel por uma baixa porcentagem de células, cerca de
2% de todas as células nucleadas (Stacy e Harvey, 2017), mas apresentam como caracteristica
distinta o nacleo com contorno irregular (Thrall e Weiser, 2012).

Como a medula éssea € um 6rgdo linfoide, os linfocitos também se desenvolvem nesse tecido
complexo. Uma pequena quantidade de linfoblastos e prolinfdcitos, além de uma quantidade
variavel de linfécitos maduros estdo presentes na medula éssea normal. Os plasmacitos apresentam
um anico nucleo esférico frequentemente posicionado excentricamente, uma zona de Golgi
perinuclear e citoplasma basofilico (Stacy e Harvey, 2017).

Os osteoclastos sao células grandes multinucleadas, porém com nucleos individuais e apresentam
citoplasma basofilico, podendo conter alguns granulos réseos ou azurofilicos, enquanto 0s
osteoblastos contém nulcleos excéntricos arredondados ou ovais e apresentam abundante citoplasma
basofilico e uma zona de Golgi clara (Harvey, 2012; Thrall e Weiser, 2012; Stacy e Harvey, 2017).

A avaliacdo do mielograma, assim como a sua interpretacdo, deve ser realizada em associa¢do com
o resultado do hemograma que é essencial para a interpretagdo adequada da razao mieloide:eritroide
na avaliacdo da celularidade (Harvey, 2012).

A hematotoxicologia avalia os efeitos adversos de substancias nocivas as células sanguineas e de
seus precursores. A hematotoxicidade é considerada primaria, quando um ou mais componentes do
sangue sdo afetados diretamente, ou secundaria, quando o efeito toxico é consequéncia de outra
lesdo tecidual ou disturbios sistémicos (Bloom et al., 2013).

A avaliacdo histologica da medula 6ssea fornece informagdes importantes sobre o sistema
hematopoiético e os efeitos relacionados a toxicidade causada por drogas ou produtos quimicos
(Travlos, 2006), assim como as alteragdes decorrente de envenenamentos (Silva et al., 2003;
Nogueira et al., 2007) e na deteccdo de produtos quimicos toxicos nas investigacdes toxicoldgicas
na medicina veterinaria forense (Marcelino et al. 2020).

Como a espécie cunicula é comumente utilizada como modelo experimental nas pesquisas, a
avaliacdo do mielograma é um componente importante nos estudos de toxicidade apds exposicdo
quimica. A avaliacdo precisa da medula 6ssea nessa situagdo depende da disponibilidade de dados
referente ao mielograma de animais saudaveis (Riedel et al., 2017).

A literatura é escassa com relagdo aos valores de normalidade para o mielograma da espécie
cunicula. Ha dois trabalhos que avaliam a composi¢do e morfologia celular da medula 6ssea de
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coelhos realizados por Dikoninova (1957) e Riedel et al. (2017), porém em animais com idade entre
guatro e seis meses e trés a seis meses, respectivamente.
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5. Material e Métodos

O presente estudo foi realizado ap6s a submissdo e aprovagio pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), protocolo CEUA n°
131/2020. O estudo foi conduzido atendendo aos principios éticos, respeitando o bem-estar e
minimizado o desconforto dos animais.

5.1. Animais

Foram utilizados 16 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia, machos, adultos com
peso médio de 2 kg provenientes da Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG), no municipio de Igarapé (MG).

Os animais foram mantidos no Laboratério de Metabolismo e Calorimetria Animal (LAMACA) da
EV-UFMG em gaiolas metalicas individuais com dimens@es de 75 cm de comprimento x 30 cm de
largura x 30 cm de altura. Agua, feno e racdo comercial foram oferecidas ad libitum.

5.2. Obtencéo do veneno e secretoma de células-tronco mesenquimais

O pool de veneno proveniente da espécie Loxosceles intermedia foi obtido do Laboratério de
Imunologia e Bioguimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (ICB/UFMG), gentilmente cedido pelo Prof. Carlos Delfin Chavez-Olértegui.

O secretoma, também proveniente do Laboratério de Imunologia e Bioquimica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG), é um produto
liofilizado gerado de células-tronco mesenquimais (CTM), cultivado na auséncia de soro fetal
bovino, com concentragdo proteica de 0,57 mg/mL.

5.3. Grupos e procedimentos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (G) experimentais (n=4) e
receberam identificacdo, de | a IV, na face interna das orelhas. Foi estabelecido um periodo de
adaptacéo de sete dias para que esses animais pudessem se aclimatar ao novo ambiente.

Para manuseio dos animais foi realizado contengdo manual com auxilio de um cobertor. Foi
realizado tricotomia na regido interescapular para a aplicacdo do veneno e/ou secretoma, assim
como na face dorsal das orelhas, para a realizagédo da aplicacdo do secretoma e coleta de sangue.
Antes da realizacdo de cada tratamento instituido e das coletadas de sangue foi realizada a
antissepsia local com PVPI degermante’ e alcool 70%?2.

A primeira coleta de sangue para a realizacdo do hemograma foi realizada em todos os animais 24
horas antes do inicio do experimento, por meio de cateterizacdo da artéria auricular, com auxilio

! lodopolividona 10% (solucdo com tensoativos) — Riodeine Dermo Suave Degermante, IndUstria
Farmacéutica Rioquimica Ltda., S&o José do Rio Preto (SP), Brasil.

2 Alcool etilico hidratado Tupi 70° INPM, Callamarys Industria e Comércio de Cosméticos e Saneantes Ltda,
Ibaté (SP), Brasil.
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de um cateter 22G®. Foram coletados 3 mL de sangue, sendo 1,5 mL acondicionado em tubo
anticoagulante 4cido etileno-diamino-tetraacétido (EDTA) Ks; a 15%* para a realizacdo do
hemograma.

O secretoma (60 ug) e o veneno da aranha L. intermedia (10 pg) foram diluidos em tampéo fosfato-
salino (PBS) a 0,5% e em seguida administrado por via intradérmica (ID) na regido interescapular.
O tratamento foi instituido apds 30 minutos da inocula¢do do veneno, sendo que os grupos | e Il
receberam solucdo de cloreto de sédio 0,9%?° por via ID, e os grupos 11 e IV, receberam secretoma,
por via intradérmica (ID) e endovenosa (EV), respectivamente. O Quadro 1 demonstra 0s grupos
experimentais, desafios e tratamentos instituidos.

Quadro 1: Identificacdo dos grupos experimentais, desafios e tratamentos instituidos

Grupo Desafio Tratamento
I NaCl 0,9% Secretoma (ID)

1 Veneno (10 pg L. intermedia diluido em PBS 0,5%) - ID NaCl 0,9% (1D)
i Veneno (10 pg L. intermedia diluido em PBS 0,5%) - ID Secretoma (ID)
v Veneno (10 pg L. intermedia diluido em PBS 0,5%) - ID Secretoma (EV)

A aplicagdo do secretoma por via ID, nos grupos | e Ill, foi realizada em pontos equidistantes na
regido interescapular. Ja a aplicacéo por via EV foi realizada na veia auricular marginal lateral.

Os animais foram observados diariamente por um periodo de 15 dias ap6s a realizacdo dos desafios,
medidos edema e halo hemorragico com paquimetro (as 6h, terceiro, nono e 15° dia), e as coletas
de sangue foram realizadas antes (Tempo 0) e ap6s a inoculagéo de veneno no terceiro, nono e 15°
dia.

No 15° dia do experimento, os animais foram eutanasiados por meio de aprofundamento anestésico
com propofol® (>10 mg/kg) e cloreto de potéassio’ (1 mL/kg), seguida da coleta da medula 6ssea.

5.4. Analises Laboratoriais

As amostras de sangue acondicionadas em microtubo com EDTA 10% foram utilizadas para
realizacdo de exames hematoldgicos em equipamento hematolégico veterinario®. As amostras
foram processadas em um periodo maximo de 30 minutos ap6s a coleta. Foram determinados a
concentracdo total de hemécias (RBC), leucdcitos e plaquetas, hematocrito (HT) e de hemoglobina
(HB) e os indices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Foram confeccionados
esfregagos sanguineos para contagem celular diferencial, fixando-se a Iamina com metanol, por
cinco minutos, seguido da coloracéo tipo Romanowsky (panético rapido®).

A medula 6ssea foi coletada do fémur apds sua exposicao e os esfregagos foram realizados utilizado
a técnica de pincel descrita por Bolliger (2004) e Riedel et al. (2017). Essa técnica consiste em

3 Catéter intravenoso BD Insyte™, Becton Dickinson Industrias Cirdrgicas Ltda, Minas Gerais, Brasil.
4 Vacutube EDTA.K3 a 10%, Biocon® Diagnoésticos, Minas Gerais, Brasil.

5 Cloreto de sodio a 0,9%, Fresenius Kabi Brasil Ltda, Barueri (SP), Brasil

8 Provive 1% - Propofol 10 mg/mL, Claris Produtos Farmacéuticos do Brasil Ltda., Barueri (SP), Brasil.
" Solugdo de Cloreto de Potassio 19,1%, Isofarma® Industria Farmacéutica Ltda., Eusébio (CE), Brasil.
8 Analisador hematoldgico veterinario Sysmex Poch-100iv Diff ®, Sysmex do Brasil Ltda, Parana.

® Laborclin®, Curitiba, Brasil
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utilizar um pincel pequeno, umedecido em albumina de soro bovino, para coletar e espalhar a
medula em laminas de vidro. A medula é “pintada” em todo o comprimento da lamina usando de
trés a cinco movimentos suaves. As laminas sdo deixadas para secar ao ar, sendo posteriormente
coradas com panotico rapido. Os esfregagos obtidos por essa técnica tém a vantagem de ter areas
finas e grossas que contém particulas inteiras de medula dssea. As particulas facilitam a avaliagdo
da celularidade da medula e do teor de gordura. A determinacdo dos precursores eritrdides,
mieloides e megacaridcitos foram realizadas em contagem celular em no minimo 1500 células.

5.5. Estatistica

As caracteristicas estdo descritas como média e desvio-padrdo para aquelas em que foi realizada
analise de variancia. Ja para as caracteristicas avaliadas por meio de testes ndo-paramétricos, foram
obtidos a mediana e os valores minimo e méaximo. Para as variaveis cujos residuos apresentaram
distribuicdo normal, os efeitos de grupo e tempo foram avaliados por meio do ajuste de um modelo
misto em que o efeito do animal foi considerado como aleatério para acomodacdo das medidas
repetidas ao longo do tempo. A comparacdo de médias foi realizada por meio do teste de Tukey.
Para as variaveis que nao cumpriram as premissas da analise de variancia, foi realizado o teste de
Kruskall-Wallis seguido do teste de Dunn para comparacao de grupos para cada tempo de analise
e o teste de Skilllings-Mack seguido do teste de Durbin para comparacao de tempos em cada grupo
experimental. Foi considerado em todas os testes de hipétese o nivel de significancia de 5%. Todas
as andlises foram realizadas por meio do software R 4.0.2 (R Core Team, 2020).
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6. Resultados e Discussao
6.1. Avaliacdo hematologica

6.1.1. Eritrograma

Na avaliacdo do eritrograma, no tempo zero, ou seja, antes da administracdo do veneno de L.
intermedia, 0 nimero de hemacias, a concentracdo de hemoglobina e o hematdcrito estavam
menores (p<0,05) nos animais dos grupos 11 e IV quando comparados com 0s animais dos grupos
I e Il (tabelas 1, 2 e 3). Contudo, salienta-se que esses indices se mantiveram dentro do intervalo
de referéncia para a espécie cunicula, e essas alteracdes ndo possuem significado clinico. Isso
acontece quando o coeficiente de variagdo é muito pequeno, pois o numero de hemaécias variou de
6,03 a 6,96 X 10° /uL de sangue.

Entretanto, ap6s os desafios, independente se NaCl a 0,9% ou veneno de L. intemedia, houve
diminuicdo na contagem do numero de hemécias em todos os tempos (3, 9 e 15) conforme
demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1: Valores médios * desvio padrdo da contagem de hemécias (10/uL) de coelhos antes e apés a
inoculacdo do veneno de Loxosceles intermedia, tratados com NaCl 0,9% e secretoma por via
intradérmica e endovenosa

Tempo Grupos
(dias) Gl GllI Gl GIvV
0 6,64+0,39%  6,96+0,84"*  6,03+0,57%  6,05+0,325°
Hemécias 3 5,91+0,41°°  6,25+0,38”°  4,50+0,54%°  4,54+0,31B°
9 5,97+0,22%°  6,68+0,69"°  5,16+0,24%°  4,80+0,38b"5"
15 6,07+0,40""  6,04+0,16"°  547+0,16%°  5,09+0,46°"

Letras maiUsculas e mindsculas diferentes referem-se as médias distintas nas linhas e colunas, respectivamente. p<0,05.
*Valores de referéncia segundo Fisher e Graham (2018): 4-8 x 10%/uL.

Todavia, quando se compara os animais do GlI, com os animais do Glll e GI, no tempo 3, observa-
se que nesses dois grupos houve uma diminuicdo de mais de 20%. Apesar de discreto aumento
percentual nos tempos seguintes, esses ficam significativamente menores (tempos 9 e 15), nos
grupos lll e V.

Salienta-se que, as hemaécias da espécie cunicula sdo mais resistentes a hemolise induzida pelo
veneno de Loxosceles (Futrell, 1992; Silva et al., 2003; Tavares et al., 2004; Pauli et al., 2009;
Martins, 2014) em contraste com as hemécias da espécie humana que s&o mais sensiveis a a¢cdo do
veneno. A resisténcia a hemdlise pode ser atribuida a auséncia de glicoforinas nas superficies dos
eritrocitos dos coelhos (Tavares et al., 2004).

A concentragdo de esfingomielina na membrana dos eritrocitos também esta relacionada com os
processos hemoliticos. Os eritrdcitos humanos apresentam uma maior concentracdo de
esfingomielina em sua superficie quando comparado com os da espécie cunicula, tornando-os mais
susceptiveis a acdo da esfingomielinase-D, que é a toxina mais importante presente no veneno
loxoscélico (Barretto et al., 2007).
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O veneno da L. gaucho, apesar de ndo provocar hemolise na espécie cunicula, foi capaz de
modificar a funcdo dos eritrdcitos devido a alteracdo de permeabilidade na membrana (Barreto et
al., 2007). As alteracbes precoces nos parametros hematol6gicos tendem a ser dificeis de serem
observadas em acidentes envolvendo humanos e algumas espécies animais, pois a maior parte dos
pacientes é admitida para atendimento 48 horas ap6s o acidente (Malaque et al., 2002).

Apesar de o nimero de hemdcias continuar dentro dos limites de referéncias para a espécie
cunicula, de acordo do Fisher e Graham (2018), pode-se inferir que o secretoma contribuiu de forma
negativa, diminuindo o nimero de hemécias, independente da via de administragcdo. N&o se sabe
gual o mecanismo de acdo, mas, também foi possivel observar uma menor média do nimero de
hemécias no grupo 1V, que recebeu o secretoma via EV, mostrando uma maior agdo sistémica do
secretoma.

A hemoglobina, no tempo zero (valor basal) mostrou padrdo de comportamento semelhante ao das
hemaécias, com uma menor concentracdo nos grupos Il e IV. Quando se faz uma anélise temporal,
observa-se que, nos grupos | e 11, ndo houve alteracdo dessa variavel. Contudo, nos grupos Il e IV
(grupos desafiados com veneno de L. intermedia e tratados com secretoma), a hemoglobina
aumentou significativamente (p<0,05), passando de 8,85 a 11,27 g/dL (Tabela 2). No 15° dia, todos
0s grupos, apresentam valores de hemoglobina semelhantes (p<0,05). Também é importante
salientar que esse analito se manteve dentro do intervalo de referéncia para a espécie cunicula de
acordo com Fisher e Graham (2018).

Tabela 2: Valores médios + desvio padréo da concentracdo de hemoglobina (g/dL) antes e apés a
inoculacio do veneno de Loxosceles intermedia, tratados com NaCl 0,9% e secretoma via intradérmica
e endovenosa

TEMPO GRUPOS
(dias) Gl Gl Glil GIV
0 12,60£0,92% 13,26+1,53% 935+0,865%  8,85+0,175
Hemoglobina 3 11,320,904 11,90+0,73A2  9,42+1018%  9,70+0,865"
9 11,62+0,69°82 12374093~ 11,33+0,73%8> 10,67+0,415
15 11,9040,59%  11,750,26% 11,80£0,49%° 11,270,702

Letras maiUsculas e mindsculas diferentes referem-se as médias distintas nas linhas e colunas, respectivamente. p<0,05.
*Valores de referéncia segundo Fisher e Graham (2018): 8-17,5g/dL

Em rela¢do ao hematdcrito, ndo houve interacdo entre tempo e tratamento, e os valores também se
mantiveram dentro dos limites de referéncia para a espécie (Tabela 3). O mesmo comportamento
(descrito anteriormente para hemacias e hemoglobina) é observado nos grupos Il e IV.
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Tabela 3: Valores médios + desvio padrao de hematdcrito (%6) antes e ap6s a inoculacdo do veneno de
Loxosceles intermedia, tratados com NaCl 0,9%, secretoma via intradérmica e endovenosa

TEMPO GRUPOS
(dias) Gl Gll Gl GIV
0 41,85+3,15~ 4333%536° 3857+2,67°  38,92+1,02°
P 3 36,30+2,96"  38,25+2,55°  30,07+3,058  30,40+2,35°
9 37,17#1,71¢  39,37+3,10° 3550+257%  33,30+1,898
15 38,35+1,69"  35095+324A  37,05+148%  3515+1,748

Letras maiUsculas diferentes referem-se as médias distintas nas linhas. p<0,05.
* Valores de referéncia segundo Fisher e Graham (2018): 30 a 50%.

Os indices hematimétricos, concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) séo
utilizados para a caracterizagdo da anemia. A tabela 4 mostra que os grupos Il e IV, apesar de
estatisticamente semelhantes aos outros grupos e tempos, apresentam valores abaixo do limite
inferior de normalidade. Entretanto, trés dias apds o desafio, esses valores estdo dentro do limite de
normalidade. Sabe-se que o veneno loxoscélico pode causar hemolise intravascular, por agdo direta
na membrana celular das hemécias e por mecanismos ainda desconhecidos, fato ndo observado
nesse experimento.

Tabela 4: Valores médios + desvio padrdo de CHGM (g/dL) de coelhos tratados com secretoma (Gl) e,
desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GlII), secretoma via
intradérmica (GII) e endovenosa (G1V), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e
no terceiro, nono e 15° dia apds desafio e tratamentos

TEMPO GRUPOS
(dias) Gl Gll Gl GIV
0 30,10£0,14 32,13+2,51 24,25+165 22,77+0,80
CHGM 3 31,22+0,18 31,12+0,09 31,30+0,74 31,95+0,54
9 31,2740,66  31,42+0,40 32,03+0,15 32,10+0,82
15 31,05£0,46 31,17+0,46  31,90+0,52  32,32+0,41

Né&o houve diferenca entre tempos ou grupos.
* Valores de referéncia segundo Fisher e Graham (2018): 29-37 g/dL para CHGM.

6.1.2. Leucograma

Em relagdo ao numero de leucdcitos totais foi observado aumento significativo (p<0,05) no T3 de
todos os grupos estudados (Tabela 4), independente do desafio ou tratamento. Infere-se que esse
aumento seja decorrente de uma leucocitose de estresse que ocorreu no momento da coleta.

Apesar do GlI, envenenado e tratado com solucéo salina, apresentar discreto aumento no nimero
total de leucdcitos, esse foi significativo (p<0,05), mas proporcionalmente bem menor, quando
comparado com 0s grupos que receberam secretoma. O aumento nos grupos tratados com
secretoma chega perto de 100% e, nos grupos Il e IV, houve uma leucocitose de acordo com Fisher
e Graham (2018). E possivel que o secretoma tenha substancias pro-inflamatérias capazes de agir
em sinergismo com o mecanismo inflamatério causado pelo veneno loxoscélico.
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Tabela 5: Valores médios+ desvio padrao do namero de leucdcitos /pL, antes e apds a inoculagéo do
veneno de Loxosceles intermedia, tratados com NaCl 0,9%, secretoma via intradérmica e endovenosa

Tempo Grupos
(Dias) Gl Gll Glll GIvV
0 6.550+1.271%%  7.600+346"%  7.425+3.194%%  6.925+1.2974¢
L euchcitos 3 11.125+3106"° 7.975+1.379%° 14.100+4.496”° 13.830+4.188°
9 8.375+1.556"  7.150+1.3074*  7.800+655" 8.350+3.3324¢

15 6.325+1567°%  5.800+1840° 6.800+6374% 7.150+2515%2
Letras mindsculas diferentes referem-se as médias distintas nas colunas. p<0,05.
*Valores de referéncia segundo Fisher e Graham (2018): 5-12 x 10%/pL.

Alguns fatores podem interferir na avaliacdo dos leucdécitos no loxoscelismo, como por exemplo,
o0 tempo de coleta ap6s o envenenamento, assim como a dose de veneno aplicada e a ativacdo de
mecanismos endogenos, tais como a ativacdo do sistema complemento, migragdo de
polimorfonucleares, liberacdo de enzimas proteoliticas e citocinas (Silva et al., 2003; McGlasson
et al., 2007; Malaque et al., 2011).

Silva et al. (2003) e Tavares et al. (2004) observaram a presenca de leucopenia intensa 24 horas
apos a inoculagéo do veneno de L. intermedia e L. gaucho, respectivamente. Essa leucopenia esta
associada a neutropenia devido a intensa migracdao de neutrofilos para o tecido, horas ap6s o
acidente, o que acarreta um decréscimo transitorio na circulagdo sanguinea. Em estudos realizados
por Tavares et al. (2004), McGlasson et al. (2007) e Martins (2014) observa-se uma leucocitose
significativa 72 horas apds a inoculacdo do veneno de L. gaucho, L. reclusa e L. laeta,
respectivamente que coincidem com o padrdo observado nesses pacientes.

Em relacdo a contagem dos heteréfilos, observou-se um aumento nos grupos I, 11 e IV no tempo 9
(Tabela 5), grupo esses tratados com secretoma, corroborando a hip6tese da presenca de substancias
pré-inflamatdrias no secretoma. J& no grupo Il houve uma discreta diminui¢do temporal no nimero
de heterdfilos. Essa diminuigdo pode ter relagdo com a migracdo dessas células para o local da
leséo.

Tabela 6: Valores médios+ desvio padréo da contagem de heterdfilos /UL, antes e ap6s a inoculagéo do
veneno de Loxosceles intermedia, tratados com NaCl 0,9%o, secretoma via intradérmica e endovenosa

Tempo Grupos
(dias) Gl Gll Glll Glv
0 2.945+693? 2.952+1.07%  3.435+£1.046*  2.645+182%
Heterdfilos 9 5.083+2.106°  2.729+355° 5.679+725"  4.930+2.666"
15 2.454+1.532% 1.981+68° 3.914+509*  4.141+1.720°

Letras minudsculas diferentes referem-se as médias distintas nas colunas. P<0,05.
*Valores de referéncia segundo Campbell et al. (2012): 1,49 - 3,21 x 10%/ pL.

Embora ndo tenha sido observadas alterac@es significativas (p<0,05) na avaliagdo dos linfdcitos
(Tabela 7), houve uma linfopenia no tempo 9 nos mesmos grupos em que foi observado um
aumento de heterofilos. Tavares et al. (2004) observaram a presenca de linfopenia com 3 e 24 horas
apo6s a inoculacdo de veneno de L. gaucho.

Houve alteracéo significativa (p<005) na avaliacdo de mondcitos, porém os valores mantiveram
dentro da normalidade para a espécie cunicula (Tabela 6). Ja Tavares et al. (2004) observaram a
presencga de monocitose com 72 e 120 horas ap6s a inoculagdo do veneno de L. gaucho. Novamente,



39

0 que se destaca é o aumento do nimero de monécitos no grupo GIV, gue recebeu secretoma via
EV. Salienta-se que a monocitose com 120 horas é consistente com o estabelecimento de um
processo inflamatorio crénico.

A liberacdo de mediadores inflamatorios ap6s a inoculagdo do veneno de L. gaucho em coxins de
camundongos foi investigada e os resultados mostraram uma liberacdo acentuada de PGE:
associada a um aumento de interleucina-6 (IL-6), proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-
1) e quimioatrativa de queratindcitos (Barbaro et al., 2010).

Tabela 7: Valores médiost desvio padrao da contagem de linfécitos /uL e mondcitos /UL, antes e apos
a inoculacao do veneno de Loxosceles intermedia, tratados com NaCl 0,9%o, secretoma via intradérmica
e endovenosa

Tempo Grupos

(dias) Gl Gll Glll Glv
o 0 3.110+942”  4.066+1.427~ 3.407+2.578* 4.055+1.247~
Linfdcitos 9 2.862+1.212%  4.357+777*%  1.649+200"  2.942+7347
15 3.721+£1.479% 3.617+1.077~ 2.293+562"  2.241+896"
o 0 511412242 582+117A 23611944 168116742
Monocitos 9 409+3024 201+111% 394+1107 32141694
15 111+767° 190421172 453+176" 603+2945°

Letras maiUsculas e minasculas diferentes referem-se as médias distintas nas linhas e colunas, respectivamente. P<0,05.
*Valores de referéncia segundo Campbell et al. (2012): Linfécitos: 3,36 — 7,00 x 10%/uL e segundo Fisher e Graham
(2018): Mondcitos: 0,1 — 1,2 x 10%/uL.

6.1.3. Plaquetas

A trombocitose (p<0,05) observada no grupo 111 apés trés dias a inoculagdo do veneno associado
ao tratamento com secretoma por via intradérmica (Tabela 8) provavelmente esta relacionado a um
processo inflamatdrio. A trombocitose reativa, ou secundéaria, ocorre devido a estimulacdo da
trombopoiese por citocinas. Essa alteragdo esta relacionada a diversos distarbios, como processos
inflamatdrios, podendo ser transitdria ou persistente (Stokol, 2010). No tempo 9, embora ainda haja
trombocitose, é observado uma reducdo na contagem de plaquetas.

As plaquetas também demonstraram ter um papel na inflamagdo, além de também estarem
envolvidas em distlrbios trombéticos locais induzida pelo veneno de Loxosceles. O veneno de L.
gaucho induziu agregacdo plaquetéria, adesdo ao colageno e aumentou a expressao de ligacao
induzida por ligante local 1 (LIBS1) e P-selectina, demonstrando o papel central das plaquetas no
desenvolvimento da dermonecrose (Tavares et al., 2011). Por outro lado, outro estudo mostrou que
a as plaquetas tém um papel na minimizacao da hemorragia, fendmenos inflamatorios e processos
cicatrizantes, uma vez que coelhos com deplecéo de plaquetas mostraram mais reacdes graves apos
a aplicagéo do veneno de Loxosceles (Tavares et al., 2016).
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Tabela 8: Valores médios+ desvio padréo da contagem de plaquetas /pL, antes e apds a inoculacao do
veneno de Loxosceles intermedia, tratados com NaCl 0,9%o, secretoma via intradérmica e endovenosa

Tempo Grupos
(dias) Gl Gll Glll GIvV
0 322.750+66.006* 402.666+133.571*  331.000+62.4012 358.500+51.058%
3 533.000+78.455%  377.000+71.456% 1.091.750+186.433" 641.000+395.035?
9 620.000+46.296* 461.000+153.833* 702.333+323.978* 395.500+197.353%

15 339.500+123.0352 401.250+87.030*  602.500+127.241* 623.250+283.5272
Letras maiGsculas e mindsculas diferentes referem-se as médias distintas nas linhas e colunas, respectivamente. P<0,05.
*Valores de referéncia segundo Campbell et al. (2012): 250 — 610 x 10%/uL

Né&o foi observada a presenca de trombocitopenia em nenhum dos tempos dos grupos experimentais
estudados provavelmente devido ao tempo de coleta realizado ap6s a inoculacdo do veneno
loxoscélico. A trombocitopenia ocorre de forma precoce nos acidentes por Loxosceles, devido a
formacg&o de trombos que ocorre no local da picada (Silva et al., 2003). Nas primeiras 12 horas
ap6s 0 envenenamento € observado um declinio abrupto na contagem de plaquetas com o
reestabelecimento da normalidade apds 72 horas (Pauli et al., 2009).

O loxoscelismo cutaneo pode ser agravado em condigdes de trombocitopenia, visto que as plaquetas
tém um papel importante reducdo de fendmenos hemorragicos, além dos processos inflamatorios e
cicatriciais (Tavares et al., 2011; Tavares et al., 2016).

A interdependéncia entre a ocorréncia de hemolise intravascular e a CID pode ser verifica em
algumas patologias. A quebra da membrana eritrocitéria resulta na liberagdo de ADP e exposigao
dos fosfolipideos na superficie celular, o que facilita a ativacdo da cascata de coagulagdo e induz a
ativacdo plaquetéaria. Por outro lado, quando a hemdlise é secundéria a CID, a ativagdo sistémica
da coagulacdo acarreta a deposicdo de trombos na microcirculagdo, culminando em hemdlise
mecanica e anemia microangiopatica. No loxoscelismo cutaneo visceral, sugere-se que a CID seja
secundaria a hemolise intravascular, mas o mecanismo responsavel pelos sintomas sistémicas ainda
ndo esta bem definido (Tavares et al., 2004).

6.2. Mielograma

A medula 6ssea, principal 6rgdo hematopoiético, é um dos maiores 6rgéos do corpo. E importante
tanto como 6rgéo linfoide primario quanto secundario. Como o sistema hematopoiético é um 6rgéo-
alvo potencial de exposi¢do quimica, a avaliacdo do sangue e da medula ¢ssea é fundamental nos
estudos de avaliacdo de toxicidade ou seguranca (Travlos, 2006).

A celularidade da medula 6ssea é estimada a partir da avaliagdo da proporcao de células versus a
quantidade de gordura presente nas particulas (Harvey, 2012). Observa-se aumento da celularidade
quando h& maior producdo de linhas celulares mieloides ou eritrdides em resposta a perda, a
destruicdo ou ao consumo de células (Thrall e Weiser, 2012).

A maturacdo das células estava dentro do esperado, ou seja, cerca de 80 a 90% das células eram
maduras. Entretanto, no presente estudo, pode-se ter superestimado a populagéo celular, devido ao
método de coleta, ja que as amostras foram coletadas em uma Unica epifise femoral, podendo
tendenciar a uma regidao mais celular. Portanto, é importante que estes dados sejam comparados a
de pacientes de mesma idade e com método de coleta semelhante.
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Os animais do grupo I, que foram desafiados com NaCl 0,9% e tratados com secretoma por via
intradérmica, ndo apresentaram nenhuma alteracédo significativa no mielograma. Ja, os animais que
foram desafiados com veneno de L. intermedia, grupo Il e tratados com NaCl 0,9%, apresentaram
diminuicdo significativa (p<0,05) na contagem de rubriblastos, mieloblastos, e aumento
significativo na contagem de eosinofilos e megacariécitos (Tabela 9).

Tabela 9: Valores médios+ desvio padrao da contagem do mielograma de coelhos com 15 dias apés a
inoculacdo do veneno de Loxosceles intermedia, tratados com NaCl 0,9%, secretoma via intradérmica
e endovenosa

Grupos
Gl Gll GllIl Glv

RUBRIBLASTOS 2,28+0,73 0,780,298 1,85+0,50% 2,43+0,714
PRO-RUBRICITOS 4,64+0,78* 3,160,844 4,8+1,45* 7,413,228
RUBRICITOS 26,37+45,38% 22,64+3,84% 32,65+4,84* 31,18+45,924
METARRUBRICITOS 24,364,144 34,30+8,26" 26,19+4,994 23,56+4,524
MIELOBASTOS 1,28+0,56" 0,15+0,078 1,07+0,61% 0,430,328
PROMIELOCITOS 1,18+0,244 0,98+0,58* 1,97+0,674 1,79+0,68*

MIELOCITOS 1,52+0,58% 2,16+0,86" 2,67+1,37* 1,941,447
METAMIELOCITOS 4,73+1,12* 4,49+1,174 4,96+2 464 3,88+2,65"
BASTONETES 10,54+2,08* 13,160+3,64% 13,76+4,95 18,02+9,194
HETEROFILOS 20,27+4,01* 15,34+2,20* 23,27+11,87A 15,64+3,58"
EOSINOFILOS 0,78+0,214 1,49+0,608 0,57+0,58* 0,04+0,06"
MACROFAGOS 0,03+0,03* 0,03+0,06* 0,12+0,04* 0,05+0,70*
LINFOCITOS 1,69+0,694 1,03+0,294 1,03+0,63* 0,550,314
PLASMOCITOS 0,27+0,23* 0,23+0,20% 0,34+0,16* 0,0940,19%
MEGACARIOCITOS 9,42+1,78* 14,72+1,768 11,15+2,54 14,20+3,347
RELACAO M:E 0,69+0,074 0,70+0,174 0,75+0,38% 0,67+0,324

Letras maiUsculas diferentes referem-se as médias distintas nas linhas (p<0,05).
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Apesar de a contagem de rubriblastos ter mostrado valores diminuidos no Gll quando comparado
com os demais grupos, ndo foi observada alteragdo na contagem de hemécias no sangue periférico.
Teria 0 veneno uma acgdo nos precursores de eritrocitos? Silva et al. (2003) observaram uma
diminuicéo significativas das células vermelhas nucleadas com 12h, 24h e 5 dias apds a inoculacéo
do veneno da L. intermedia. Também ndo foi vista alteracdo alguma na morfologia dessas células.

O aumento de eosinofilos nos animais do grupo Il pode estar relacionado a uma reagdo de
hipersensibilidade cutinea que ocasionou um aumento na producdo devido a uma maior demanda
tecidual ou em associagdo com condi¢des inflamatorias. J& 0 aumento de megacariocitos pode ser
devido a uma inflamacéo tecidual causada pelo veneno loxoscélico. Apesar de ter sido observado
esse aumento na contagem de megacariocitos, a contagem de plaquetas no sangue periféricos
manteve-se dentro dos valores de normalidade e ndo foi observado a presenca de alteracdo
significativa no tempo 15.

Silva et al. (2003) observaram uma diminuicéo na celularidade medular em todos os animais que
foram expostos a acdo do veneno apds 12 e 24 horas. A recuperacao da celularidade iniciou-se com
48 horas e com retorno aos valores basais em cinco dias. A célula que determina a queda da
celularidade é o neutrofilo. A queda da celularidade, neutr6filos medulares e periféricos, observada
por esses pesquisadores, confirma a presenca de neutr6filos nos achados teciduais relatados por
Elston et al. (2000). Embora ndo tenha sido observado diferenga estatistica na celularidade no
presente estudo, observar-se que houve uma diminui¢do na quantidade de heterofilos em
comparagdo com os valores de referéncia relatados para a espécie canicula, Bollinger et al (2010)
e Riedel (2017).

Elston et al (2000) observaram a presenca de uma grande quantidade de eosinofilos e neutréfilos
nos infiltrados dérmicos e que a degranulagéo de eosinofilos adjacentes ao local da necrose sugerem
gue eles desempenham um papel na lesdo tecidual apds o envenenamento experimental pela aranha
marrom. Silva et al. (2003) ndo observaram altera¢Bes nas concentra¢@es de eosindfilos na medula
6ssea ou no sangue periférico, ndo sendo observado diferenca significativa entre os grupos teste e
controle. Esses pesquisadores observaram a depressdo de megacaridcitos em associacdo a
trombocitopenia periférica apds quatro e 12 horas da inoculacdo do veneno da L. intermedia,
seguida de recuperacdo dentro de cinco dias.

Os mieloblastos também se mostraram diminuidos (p<0,05) no grupo 1V (desafio com veneno de
L. intermedia e tratamento com secretoma EV) em comparacdo com os grupos | e Ill. Porém a
diminuicdo observada ndo ocasionou alteracdo na série leucocitaria da circulacdo sanguinea.
Provavelmente essa diferenca significativa seja devido ao valor do desvio padrdo (Tabela 8). A
neutropenia periférica e medular relatada por Silva et al. (2003) estdo correlacionadas com as
alteracOes teciduais observadas.

Existe a possibilidade de o veneno ter uma agdo transitéria na medula, mas de forma indireta,
devido aos processos hemoliticos e alteracdo no pool circulante de neutr6filos provocado pelo
consumo dessas células no local da dermonecrose.

O grupo IV mostrou aumento significativo (p<0,05) na contagem de pro-rubricitos (Tabela 8)
quando comparado com os demais grupos. E importante salientar que esse grupo apresentou uma
diminuicdo do numero de hemécias, especialmente nos tempos 3 e 9 dias, com tendéncia de
normalizacdo aos 15 dias.
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A maior ou menor producdo de linhagens celulares altera a razdo M:E e tais alteracdes devem ser
interpretadas em associacdo com o hemograma do paciente (Thrall e Weiser, 2012). No presente
estudo ndo foi observado alteracdo na razdo M:E no tempo avaliado (Figura 6), o que néo foi
relatado no trabalho de Silva et al. (2003). J& era esperado que ndo ocorresse alteragcdo nessa razao,
uma vez que no tempo em que se realizou o mielograma (15° dia), ndo houve alteracdo no
hematdcrito e na contagem de leucdcitos no sangue periférico, assim como alteracdo na serie
eritrocitica e mieloide.

O veneno da aranha marrom dissemina na corrente circulatéria, chegando a véarios érgaos e
provavelmente na medula dssea (Silva et al., 2004; Silva, 2005). Estes pesquisadores avaliaram a
celularidade da medula dssea e do sangue periférico de coelhos ap6s a inoculagdo experimental do
veneno da L. intermedia. Como esperado ndo foi observado alteracdo na série vermelha em sangue
periférico, uma vez que os eritrocitos da espécie cunicula sdo resistentes a agdo do veneno devido
a auséncia de glicoforinas. Entretanto, foi observado uma deplegdo da celularidade medular apos
12 e 24 horas ap6s a exposi¢do ao veneno com recuperacao da celularidade apds 48 horas e retorno
aos valores basais em cinco dias.

No presente experimento, 0 veneno da L. intermedia na dose utilizada (10ug) causou alteracdes na
medula dssea, no 15° dia, especialmente no Gll. O grupo GllI (desafio com L. intermedia e
tratamento com secretoma ID), apresentou comportamento bem semelhante ao grupo | (desafio
com NaCl 0,9% e tratamento com secretoma).

A acdo do veneno loxoscélico na medula 6ssea pode uma toxicidade primaria e secundaria, sendo
esses efeitos toxicos e compensatérios (Bloom et al., 2013).
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7. Conclusoes

Nas condicdes em que esse experimento foi realizado, pode-se concluir que:

O veneno da L. intermedia causou altera¢cbes medulares tais como, diminuicdo significativa na
contagem de rubriblastos, mieloblastos, e aumento significativo na contagem de eosindfilos e
megacariocitos.

O tratamento com secretoma, tanto por via ID como EV, foi capaz de reverter as alteragdes
medulares causadas pelo veneno de L. intermedia, normalizando os valores de rubriblastos,
mieloblastos e eosindfilos.

Diante das alteracdes observadas no mielograma, ha a possibilidade do secretoma ter algum efeito
na medula 6ssea sendo necessario a realizagdo de novos estudos.
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9. Anexos

9.1. Certificado da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)

.3; UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

e CEUA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

COMPROVANTE

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

Belo Horizonte, 21/06/2020.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https:/faplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmg.bribioeticalceua - cetea@ prpg.ufmg.br



