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RESUMO

Obijetivou-se avaliar os efeitos do secretoma, em feridas dermonecroticas em coelhos submetidos
a injecdo de veneno de Loxosceles intermedia. Foram utilizados 16 coelhos machos, adultos,
Nova Zelandia, com peso médio de 2,0 kg, distribuidos em quatro grupos (n=4). A exce¢io do
grupo controle (grupo 1), que foi submetido apenas a aplicacdo de secretoma (60ug de secretoma
diluido em tampdo fosfato-salina a 0,5%), todos os outros grupos foram submetidos a
administracdo de 10ug de veneno de Loxosceles intermedia, diluido em NaCl 0,9%, via
intradérmica (ID) na regido interescapular e, tratados 30 minutos apés a inje¢do do veneno, da
seguinte forma: grupo Il (NaCl 0,9%, via ID); grupo Il (60ug de secretoma diluido em tampéo
fosfato-salina 0,5%, via ID) e, grupo IV (60ug de secretoma diluido em tampéo fosfato-salina
0,5% via endovenosa - EV). Os animais foram avaliados diariamente e realizados registros
fotogréficos em altura pré-definida de 30 cm para posterior analise da evolugéo da &rea da ferida
por morfometria. Amostras de sangue foram coletadas imediatamente antes da aplicacdo do
veneno (tempo 0) e 3, 9 e 15 dias apds, para avaliacgdo e monitoracdo de parametros
hematoldgicos e bioquimicos séricos e plasmaticos. Apos 15 dias os animais foram eutanasiados,
submetidos a necropsia e amostras de pele ao redor da lesdo foram coletadas para posterior
analise histologica. Os resultados demonstraram que 0s animais do Gl ndo apresentaram edema,
eritema, halo ou necrose. No primeiro dia da injecdo do veneno, ap0s tratamentos com secretoma,
os animais do Glll e GIV, apresentaram maior grau de edema, quando comparado aos animais
do GII. Todavia, no 152 dia de avaliagéo, o edema foi menor nos animais do Glll e GIV e, de
forma inversa, maior no Gl. O eritema foi observado nos grupos que receberam veneno de L.
intermedia (G, Glll e GIV), e comparativamente, no primeiro dia, nos grupos Il e 11l foram
similares entre si, e diferentes do GIV que apresentou menor didmetro de eritema (p<0,05). O
halo hemorragico ndo foi observado no Gl e nos animais que receberam veneno (GllI, Gl e
GIV), nos tempos 1 e 3, ndo houve diferenca (p>0,05). Deve ser salientado que, no nono dia,
somente nos animais do GIV, ainda havia halo hemorréagico. Todavia, macroscopicamente, no
GIV, apenas um animal apresentou evolucdo para ferida dermonecrotica. Na avaliagcdo
microscopica, ndo foram observadas alteragcdes na pele dos animais do Gl, entretanto, apesar de
todos animais que foram desafiados com o veneno, apresentarem alteragdes muito semelhantes,
como necrose e infiltracdo heterofilica, no GIV, os animais apresentaram ativacédo fibroblastica,
desenvolvimento precoce de tecido conjuntivo, neovascularizagdo e reepitelizagdo tecidual,

conferindo alternativa comprovadamente eficaz em relagdo ao processo de cicatrizagdo. Em



relagdo a hematologia ndo houve alteracéo digna de nota e na bioquimica sérica, somente houve
aumento na concentracdo de CK no tempo 3, nos grupos Glll e GIV e, posterior reducéo a partir
do nono dia. Esses mesmos grupos também apresentaram aumento de LDH e ureia, porém 0s
valores permaneceram dentro dos parametros fisioldgicos para a espécie leporina. Conclui-se
que a terapia com o secretoma pode ser utilizada na cicatrizacdo da ferida dermonecrética no
loxoscelismo.

Palavras-chave: Loxoscelismo; Araneismo; Terapia regenerativa.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the effects of the secretome, in dermonecrotic wounds in rabbits
subjected to injection of Loxosceles intermedia. Sixteen male, adult, New Zealand rabbits, with
a mean weight of 2.0 kg, were distributed in four groups (n=4). Except for the control group
(group I), which was subjected only to the application of secretome (60ug of secretome diluted
in 0.5% phosphate-saline buffer), all other groups were subjected to the administration of 10ug
of L. intermedia venom, diluted in 0.9% NacCl, via intradermal (ID) in the interscapular region
and, treated 30 minutes after the venom injection, as follows: group Il (NaCl 0.9%, via ID);
Group III (60pug of secretome diluted in 0.5% phosphate-saline buffer, via ID) and, group IV
(60ug of secretome diluted in 0.5% phosphate-saline buffer intravenous - 1V). Animals were
evaluated daily and photographic records were taken at a predefined height of 30 cm for later
analysis of the evolution of the wound area by morphometry. Blood samples were collected
immediately before venom application (time 0) and 3, 9 and 15 days after, for evaluation and
monitoring of hematological and serum and plasma biochemical parameters. After 15 days, the
animals were euthanized, submitted to necropsy, and skin samples around the lesion were
collected for subsequent histological analysis. The results showed that the animals in GI did not
have edema, erythema, hemorrhagic halo or necrosis. On the first day of venom injection, after
secretome treatments, the animals in GlIl and GIV showed a more significant degree of edema,
when compared to the animals in GII. However, on the 15th day of evaluation, the edema was
lower in the animals of GllI and GIV, and conversely, higher in GI. Erythema was observed in
the groups that received L. intermedia venom (GlI, GllI and GIV), and comparatively, on day
1%, groups Il and 111 were similar to each other, and different from GIV which showed smaller
erythema diameter (p<0.05). The hemorrhagic halo was not observed in Gl and in the animals
that received venom (GlIlI, GlllI, and GIV), at times 1 and 3, there was no difference (p>0.05). It
should be noted that on the 9™ day, only in the animals of GIV, there was still a hemorrhagic
halo. However, macroscopically, in GIV, only one animal showed evolution to a dermonecrotic
wound. In the microscopic evaluation, no changes were observed in the skin of animals of Gl,
however, although all animals that were challenged with the venom presented very similar
changes, such as necrosis and heterophilic infiltration, in GIV, the animals showed fibroblastic
activation, early development of connective tissue, neovascularization, and tissue
reepithelialization, conferring a proven effective alternative in relation to the healing process.

Regarding hematology, there was no noteworthy change, and in biochemistry serum profile, there



was only an increase in CK concentration at time 3, in groups GllI and GIV, and a subsequent
reduction from day 9. These same groups also showed an increase in LDH and urea, but the
values remained within the physiological parameters for the leporine species. It is concluded that

secretome therapy can be used in dermonecrotic wound healing in loxoscelism.

Keywords: Loxoscelism; Araneism; Regenerative therapy.
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TIMP- Fator inibidor tecidual das metaloproteinases da matriz

TCTP - Proteinas tumorais controladas de forma translacional

TNF-a - Fator de necrose tumoral-a

TP- Tempo de protrombina

TTPa- Tempo de Tromboplastina Parcial ativada

VEGF-A- Fator de crescimento endotelial vascular

VGM- Volume Globular Médio
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1. INTRODUCAO
As aranhas do género Loxosceles, conhecidas popularmente por aranhas marrons,

possuem distribuicdo mundial e ja foram descritas nas Américas, Europa, Asia, Africa e Oceania.
Dentre os acidentes causados por aranhas no Brasil, 40% sdo causados por Loxosceles spp.
(Andrade et al., 2005; Malaque et al., 2002), sendo as espécies de maior importancia, do ponto
de vista médico e veterinério, L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (Cordeiro et al., 2015).

O termo loxoscelismo € empregado para caracterizar um conjunto de manifestacdes
clinicas provocadas pela injecdo do veneno de aranha do género Loxosceles. Dois quadros de
loxoscelismo sdo os mais comuns: (1) a forma cutanea, que provoca reacdes locais e ferida
dermonecrética com propagacdo gravitacional de dificil cicatrizacdo, e (2) a forma cuténeo-
visceral que leva a manifestacdes de insuficiéncia renal e disturbios hematol6gicos como
coagulacao intravascular disseminada (CID) e hemdlise intravascular (Da Silva et al., 2004;
Tambourgi et al., 2010; Chaim et al., 2011). Os sinais cutaneos manifestam inicialmente no local
da picada através de efeitos diretos e degenerativos dos componentes do veneno sob a membrana
basal e matriz extracelular das células, resultando em danos drésticos ao tecido (Futrell et al.,
1992).

No Brasil, os acidentes causados por Loxosceles spp. sdo de notificacdo obrigatoria na
medicina humana (Hogan et al., 2004). Eles representam 33% das 100.054 dos acidentes
notificados ao SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo do Ministério da
Saude), entre 2017 e 2021. Todavia, na medicina veterinaria, os dados referentes aos acidentes
causados por Loxosceles spp. ainda sdo escassos. Entretanto, observa-se um aumento do nimero
de casos nas clinicas e hospitais veterinarios, especialmente em cées, que pode ser explicado pela
atual criacdo intradomiciliar da maioria dos animais de estimacdo (Collacico et al., 2008;
Machado et al., 2009).

Diferentemente da medicina humana, na veterinaria ndo ha tratamento especifico com
soro antiloxoscélico (Melo et al., 2004; Collacio et al, 2008). O tratamento € instituido de acordo
com os sinais clinicos observados, incluindo antibidticos de amplo espectro, corticosteroides,
dapsona e acido acetilsalicilico (Da Silva et al., 2004; Peterson, 2006; Ministério Da Saude,
2019).

Ainda existem muitas contradi¢cfes em relacdo a terapia mais eficaz no tratamento de
lesGes dermonecroticas decorrentes de acidentes por aranhas do género Loxosceles. H& muitos

estudos experimentais avaliando diversas terapias, contudo, os resultados séo diferentes e
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inconclusivos quanto a melhor terapia, especialmente quando se refere a resolucédo da ferida
dermonecrética (Maynor et al., 1997; Hogan et al., 2004; Swanson e Vetter, 2006). A baixa
eficdcia do tratamento tem sido atribuida & incompreensdo de todos mecanismos de ac¢do do
veneno de Loxosceles (Barbaro et al., 2010).

Séo relatadas terapias que incluem: oxigénio hiperbarico (Phillips et al.,1995; Maynor et
al., 1997); anti-histaminicos incluindo a ciproheptadine (Phillips et al., 1995), exciséo cirurgica
da ferida (Rees et al., 1985), corticosteroide (Rees et al., 1985), soro antiloxoscélico (Pauli et al.,
2006), antibioticoterapia e dapsona (Rees et al., 1985; Barret et al., 1994; Phillips et al., 1995;
Elston et al., 2005). Portanto, a proposta do uso de células-tronco é promissora, visto que seu uso
em terapias regenerativas e reparativas esta sendo cada dia mais estudado na clinica médica e
cirargica (Fortier, 2005).

Existem boas expectativas para uso de células-tronco-mesenquimais no tratamento de
lesGes cutdneas, visto que ensaios experimentais evidenciaram que essas células possuem a
capacidade de acelerar o processo de cicatrizacdo dos tecidos, através da sua diferenciacdo em
alguns tipos celulares importantes nos processos cicatriciais, e por efeito paracrino promover
estimulos de proliferacdo fibroblastica e estimular angiogénese, 0 que resulta no aumento da
velocidade de cicatrizacdo de lesdes (Hocking e Gibran, 2010; Kim et al., 2013; Martins, 2014).
De acordo com Scadden (2006), as células-tronco mesenquimais atuam nas lesdes primariamente
reduzindo a inflamag&o e no aumento da angiogénese, induzindo a proliferacdo e migracao
celular, como também deteccdo da expressdo génica de outras células presentes no ambiente em
que ocorreu a lesao.

Portanto, pensando na melhora da qualidade de vida do paciente e também na cicatrizacédo
da grave ferida que ocorre no loxoscelismo, a busca por terapias mais inovadoras e eficazes é de
extrema importancia na medicina veterinaria, visto a gravidade, extensdo e dificil cicatrizacdo
provocadas pelas lesdes dermonecroticas.

Dentro desse cenario, estudos recentes revelaram que 0 secretoma, composto de
moléculas troficas liberadas pelas células-tronco mesenquimais, desempenham um papel
importante na regulacdo dos principais processos bioldgicos e podem apresentar vantagens
consideraveis sobre as células para producdo, armazenamento, manuseio, como um produto
bioldgico pronto para uso. Com tantas vantagens, e ainda pouco explorado na literatura, esse €
um campo que pode dar bons resultados para tratamento de lesdes cutaneas graves como as

causadas por Loxosceles spp.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a cicatrizacdo de lesbes dermonecrdticas causadas pela injecdo de veneno de

Loxosceles intermedia, apds tratamento com o secretoma.

2. 2 Especificos
Avaliar a cicatrizacdo de lesGes dermonecréticas causadas pelo veneno de L. intermedia, ap6s

tratamento com secretoma, por via intradérmica e endovenosa.

Estudar o perfil sanguineo, hemostatico e bioguimico sérico e plasmatico de coelhos
inoculados com veneno de L. intermedia, apds tratamento com secretoma, por via intradérmica

e endovenosa.

Realizar analise anatomo-histoldgica de lesdes dermonecroéticas causadas pelo veneno de L.

intermedia, ap0s tratamento com secretoma, por via intradérmica e endovenosa.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3. 1 Loxosceles sp.

3.1.1 Aspectos biologicos

As aranhas do género Loxosceles pertencem a familia das aranhas Sicariidae. Dentro
dessa familia compreendem os géneros: Hexophthalma, com seis espécies na Africa; Sicarius,
com 21 espécies presentes na América do Sul e Central; e Loxosceles com 139 espécies descritas
no mundo todo (Magalh&es et al., 2017; World Spidercatalog, 2020).

Todas as espécies de Loxosceles sio comumente conhecidas por “aranhas marrons” ou
aranhas “violino”. Sua coloragao varia de marrom claro a marrom escuro (Figura 1B), o que pode
facilitar a identificacdo de algumas espécies, como a L. laeta, que possui no cefalotérax tem uma
mancha escura. Sdo pequenas e possuem um tamanho corporal médio entre 8 e 15mm de
comprimento e trés pares de patas alongadas e finas que alcancam 30mm (Vetter, 2008;
Magalhaes et al., 2017). As aranhas Loxosceles possuem evidente dimorfismo sexual: os machos
comparados as fémeas possuem o corpo menor e patas mais alongadas (Figura 1A). Apresentam
seis olhos em pares, sendo um par frontal e outros dois laterais (Malaque et al., 2002; Silva et
al., 2004).

A Loxosceles intermedia \

Figura 1 - CARACTERISTICAS DAS ARANHAS-MARRONS. 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 semicirculo indicados
com aspontas de setas.

Fonte: Adaptado de: Chaim et al., (2011).

Sdo aranhas de pequeno porte com tamanho corporal médio entre 8 a 15 mm de

comprimento e patas alongadas que chegam a 30 mm. Apresentam dimorfismo sexual, sendo que
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0 macho tem o corpo menor e patas mais longas que as das fémeas. Algumas caracteristicas
especificas auxiliam na sua identificacdo, como o formato do cefalotérax semelhante & um
violino, e a disposi¢do dos seis olhos, em pares, com um par frontal e outros dois laterais
(Malaque et al., 2002; Silva et al., 2004). Sao aranhas caracteristicamente pouco agressivas,
sedentarias, de habitos noturnos e, a maioria dos acidentes relatados, sdo pressionadas
acidentalmente contra o corpo (Malaque et al., 2002). Podem viver na natureza por até sete anos
e sdo encontradas sob madeiras, cascas de arvores, folhas caidas, sobre pedras, madeira e
cavernas (De Andrade et al., 2000; Tambourgi et al., 2010) e encontram-se também em locais
intradomiciliares como despensas, moveis e porbes (Machado et al., 2009).

A maioria das espécies do género Loxosceles sdo descritas na Ameérica Central, América
do Sul e Africa, sdo menos frequentes sna América do Norte e, ha registros muito limitados na
Asia e Europa (World Spider Catalog, 2020). Portanto, sdo aranhas encontradas por todo o
mundo, detectadas em ambiente com grande variacdo térmica entre 8 a 43°C (Silva et al., 2004;
Silvestre et al., 2005; Platnick, 2013).

Diferentes grupos de especies sdo classificadas, tradicionalmente, com base na
morfologia das aranhas: na América do Norte esta presente a L. reclusa (Gertsch e Ennik, 1983);
na América do Sul sdo encontradas L. gaucho, L. laeta, L. amazonica, L. spacicea e L.
intermedia; ja na Africa do Sul foram descritas a L. vonwredei e L. spinulosa (Newlands e
Atkinson, 1988); e no Mediterraneo a L. rufescens (Nentwig et al., 2017). Recentemente, aranhas
da espécia L. amazonica foi sinonimizada com a L. rufescens (Duncan et al., 2010; Fukushima
et al., 2017; Valdez-Mondragon et al., 2019). No territorio brasileiro de acordo com Platnick,
(2013) ja foram identificadas 19 espécies (Quadro 1) sendo as de maior importancia, do ponto

de vista médico e veterinério, L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (Cordeiro et al., 2015).
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Quadro 1 - Identificacdo das aranhas pertencentes ao género Loxosceles (aranha marrom) no Brasil, até

janeiro de 2013.

Aranhas do género Loxoscelesidentificadas no Brasil:

Loxosceles adelaida
Loxosceles amazénica
Loxosceles anémala
Loxosceles cardosoi
Loxosceles carinhanha
Loxosceles chapadensis
Loxosceles ericsoni
Loxosceles gaucho
Loxosceles hirsuta
Loxosceles imodesta
Loxosceles karstica
Loxosceles intermedia
Loxosceles laeta
Loxosceles muriciensis
Loxosceles niedeguidonae
Loxosceles puortoi
Loxosceles similis
Loxosceles troglobia

Loxosceles willianilsoni

Fonte: Platnick, 2013.

Embora exista uma ampla distribuicdo dessas aranhas pelo mundo, os casos clinicos de

loxoscelismo sdo mais relatados nas Américas, particularmente no Brasil, onde o nimero de

envenenamentos aumentou consideravelmente nos Gltimos anos. No ano de 2020, o Ministerio

da Saude apontou 6.819 casos de loxoscelismo em humanos, sendo que, desses, 11 vieram a 0bito
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e, somente no Sul do pais, houve 3.144 relatos de acidentes causados por aranhas do género
Loxosceles e seis mortes no mesmo ano (Ribeiro et al., 2020; Brasil, 2021).

Acidentes causados por Loxosceles spp. no Brasil, sdo de notificacdo obrigatéria (Hogan
et al., 2004) e representam 33% das 100.054 dos acidentes notificados ao SINAN (Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificacdo do Ministério da Saude), entre 2017 e 2021. A maioria
dos acidentes ocorre nas regies Sul e Sudeste, principalmente no estado do Parana, que possui
0 maior numero de acidentes notificados. Em Minas Gerais foram notificados 446 acidentes em
humanos envolvendo Loxosceles spp. no ano de 2020 (Brasil, 2021).

Os dados na medicina veterinaria referentes a acidentes por Loxosceles spp. ainda séo
escassos, entretanto vem sendo observado um aumento dos casos de loxoscelismo,
especialmente, em cdes, semelhante aos casos humanos, que pode ser explicado pela criagdo
intradomiciliar da maioria dos animais de estimacdo (Collacico et al., 2008; Machado et al.,
2009).

3.1.2 Veneno

As aranhas marrons sdo artropodes que utilizam na natureza seu veneno para predacao e
defesa. Da glandula de uma aranha adulta podem ser extraidos, aproximadamente, 2 uL de um
liquido claro altamente viscoso contendo cerca de 50 pg de proteinas. O veneno bruto é uma
substancia altamente complexa apresentando numerosas enzimas e proteinas que provocam
efeitos nocivos em mamiferos (Moura, 2005). Segundo Chaves-Moreira et al. (2017) as
caracteristicas de toxicidade do veneno de Loxosceles sdo muito semelhantes entre géneros
femininos e masculinos e entre as diferentes espécies, como L. laeta, L. reclusa, L. intermedia,
L. adelaida, L. similis e L. gaucho.

Estudos revelam a presenca de fosfolipase-D, hiauloronidase, metaloproteases,
serinoproteases, esterase, lipases, fosfatase alcalina e 5 -rinobonucleotideo-fosfohidrolase,
inibidores da familia de peptideos de n6 de cistina, alérgenos/toxinas semelhantes, efetores de
liberacdo de histamina (Veiga et al., 2000; Da Silveira et al., 2002; Silva et al., 2004; Peterson,
2006; Kalapothakis et al., 2007). Sugere-se que a toxicidade relevante in vivo do veneno da
aranha marrom, seja constituida por proteinas dermonecroticas de massa molecular de
aproximadamente 35kDa. Evidencia-se dentre as enzimas dermonecrotica, a mais abundante é a
esfingomielinase D (SMase D), que é capaz de catalisar e hidrolisar a esfingomielina formando
a ceramida-fosfato e colina, provando lesdes dermonecrdticas, hemolise e agregacdo plaquetaria

(Andrade et al., 2005; Ferrara et al., 2009). Foi proposta uma classificagdo das esfingomielinases
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D sequenciadas e isoladas, baseando-se na identidade sequencial na atividade bioguimica e no
modelo molecular, tendo em vista as particularidades das pontes dissulfeto. A classe 1, obtida da
L. laeta, correspondem as SMase 1 e SMase 2 (Ferrara et al., 2009). A classe 2, adquirida da L.
intermedia, compreendem as SMases D P1 e P2 e, isoladas da L. reclusa, sdo as SMases D Lrl
e Lr2 (Murakami et al., 2006).

De acordo com Feitosa et al. (1998), outro componente importante do veneno sdo as
proteases, conhecidas por atuar como fatores hemorragicos. Foram identificados no veneno de
L. intermedia, duas metaloproteases, nominadas de Loxolisina A, que tem acao fibrinogenolitica
e, Loxolisina B com acdo gelatinolitica, sendo responsaveis por distirbios hemostaticos que
ocorrem neste envenenamento. Também foram identificados no veneno bruto, membros da
familia de proteinas tumorais controladas de forma translacional (TCTP), que possuem acéao de
liberacdo de histamina, o que provavelmente se relaciona com o eritema provocado, difusdo do
veneno, prurido, dor e, raramente casos de hipersensibilidade e reacdes alérgicas (Sade et al.,
2012; Boia-Ferreira et al., 2019).

Em relagdo & hialuronidase presente no veneno de Loxosceles, foram identificadas trés
isoformas (Da Silveira et al., 2007; Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 2010). Essas
possuem acdo de potencializar as demais enzimas presentes no veneno, provocando uma
degradacdo da matriz extracelular, causando uma hidrélise do tecido conjuntivo e degradacéo do
acido hialurénico. Em um estudo realizado por Ferrer et al. (2013) em pele de coelhos com
hialuronidase recombinante (HR), evidenciou-se inducdo de toxicidade local quando
administrada HR com a toxina dermonecrotica recombinante.

Todavia, ainda permanece desconhecido o mecanismo detalhado da a¢do do veneno, mas,
sabe-se que esse é formado por varias centenas de substancias biologicamente ativas que atuam
sinergicamente. O consenso, até 0 momento, é que, as isoformas de fosfolipase D presentes no
veneno, sdo responsaveis pela patologia do envenenamento em mamiferos (Fingermann et al.,
2020).

3.1.3 Sinais clinicos

O termo loxoscelismo é empregado para caracterizar um conjunto de manifestacdes
clinicas provocadas pela inje¢do do veneno da aranha marrom, que pode desenvolver-se como a
forma cutanea e cutanea-visceral (Tambourgi et al., 2010; Isbister e Fan, 2011). A picada
geralmente € indolor e a vitima ndo apresenta sinais ou sintomas evidentes nas primeiras horas,
0 que leva a um atendimento medico tardio, geralmente ap0s 24 horas ap0s 0 envenenamento.

Portanto, € dificil ocorrer um diagndstico preciso de loxoscelismo, assim como 0s sintomas
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clinicos podem ser confundidos com infec¢des virais ou bacterianas, Ulceras provocadas por
diabetes, dermatites ou vasculites (Vetter e Isbister, 2008). O diagnostico se d& na maioria das
vezes de forma presuntiva, por meio dos sinais clinicos apresentados em conjunto com o
historico.

Ap0s as primeiras horas do acidente, os pacientes relatam dor no local da picada e prurido,
e aparecem eritema, edema, areas de hemorragia e necrose grave (Malaque et al., 2002; Silva et
al., 2004; Tambourgi et al., 2010). A lesdo comumente evolui para Ulcera de dificil cicatrizacdo
e geralmente apresenta sensibilidade dolorosa (Isbister e White, 2004; Peterson, 2006).

A forma cutanea é prevalente em 80% dos casos de loxoscelismo, identificando-se uma
grave ferida dermonecrotica de propagacgdo gravitacional. A forma cutneo-visceral ou sistémica
é a manifestacdo mais grave que esta presente na minoria dos animais e que pode evoluir para
obito (Malaque et al., 2002; Silvestre et al., 2005). As alterac6es clinicas no local da picada séo
muito semelhantes nas duas apresentacGes (Isbister e White, 2004). Diferentes fatores sdo
importantes para determinar a intensidade dos sinais clinicos ap6s a picada da Loxosceles spp,
dentre eles sdo importantes o volume de veneno inoculado, local de injecédo, idade da vitima,
comorbidades e caracteristicas genéticas (Sezerino et al., 1998; De Andrade et al., 1999; Barbaro
et al, 2005).

3.1.3.1 Sinais clinicos cutaneos

Os sinais clinicos cutaneos ocorrem na maioria dos casos. As toxinas do veneno
responsaveis por esses efeitos locais variam de pequenas areas de eritema a grandes ulceracGes
e necrose, tanto em humanos quanto em modelos experimentais animais (Martins, 2014). Em
estudos realizados em coelhos foram observados as mesmas lesdes vistas em biopsias de pele de
humanos, evidenciando dermonecrose com infiltragdo macica de células inflamatdrias na derme
(Barbaro et al., 1992; Ospedal et al., 2002; Martins, 2014). Segundo Silva et al. (2004) tem-se o
diagnostico de loxoscelismo cutaneo, se dentro de 24 horas ndo forem observados sinais clinicos
loxoscelismo cutaneo-visceral.

A dermonecrose € a principal caracteristica do envenenamento provocado por Loxosceles,
que se manifesta inicialmente por efeitos diretos e degenerativos causados pelos constituintes do
veneno sobre a membrana celular, membrana basal e matriz extracelular, provocando danos
dréasticos ao tecido (Futrell, 1992). Os sinais clinicos do loxoscelismo cutaneo iniciam-se com
edema e eritema em até seis horas apés a picada, evoluindo em aproximadamente, 24 a 36 horas,
para uma area de equimose. A lesdo necrética alcanga area maxima, desenvolvendo-se uma

crosta seca, que, geralmente, esta associada a infeccdo bacteriana secundaria, apds cinco a sete
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dias ao envenenamento. Posteriormente, em média, duas a trés semanas apds o acidente, a crosta
necrotica cai, formando uma area de ulceragdo (Cacy e Mold, 1999; Delasotta et al., 2014).

A fosfolipase D é a enzima de maior importancia na dermonecrose, pois promove uma
interacdo com a membrana celular desencadeando reacdes que envolvem o sistema
complemento, plaquetas e leucocitos (Silva et al., 2004, Barbaro et al., 2005; Isbister e Fan,
2011). Estudos sugerem que o evento inicial para a formacdo da lesdo é a trombose da
microvasculatura (Elston et al., 2000). Uma pesquisa realizada por Smith e Micks (1970),
demonstrou o papel fundamental dos polimorfonucleares no desenvolvimento da inflamacéo e
necrose, pois, a deplecdo de seus componentes em cobaias inibiu sintomas como hemorragia e

infiltracdo de leucocitos, além de diminuir acentuadamente o edema local.

3.1.3.2 Sinais clinicos sistémicos

A apresentacdo do loxoscelismo cutaneo visceral € a menos comum, ocorrendo em
aproximadamente 15% dos casos. Além da manifestacdo cutanea, esses pacientes apresentam
manifestacdes sistémicas, incluindo choque, ictericia, trombocitopenia, leucocitose, hemdlise
intravascular associada a hematuria e hemoglobindria e insuficiéncia renal aguda (Sezerino et
al., 1998; Malaque et al., 2002; Hogan et al., 2004; Malaque et al., 2011). Fatalidades sdo raras,
mas podem ocorrer frequentemente em idosos, criangas ou quando evoluem para insuficiéncia
renal aguda e disturbios hematol6gicos graves (Cacy e Mold, 1999; Da Silva, 2004; Lucato et al.
2011; Delasotta et al., 2014). Segundo Silva et al. (2003) as reacGes hemoliticas podem variar
entre espécies na susceptibilidade aos efeitos do veneno, por exemplo, os coelhos aparentemente

ndo apresentam nenhuma reacdo hemolitica quando comparados a humanos, suinos e ratos.

Foi relatado que acidentes envolvendo aranhas da espécie Loxosceles laeta levam, com
maior frequéncia, ao aparecimento de lesdes sistémicas (Schenone et al., 1989), diferentemente
quando ocorrem acidentes com aranhas das espécies L. gauxo (Malaque et al., 2002) e L reclusa
(Wright et al., 1997; Mcdade et al., 2010; Rosen et al., 2012), nos quais observa-se uma menor
frequéncia do quadro sistémico.

Algumas horas apds o0 envenenamento, 0 veneno pode promover agregacao plaquetaria e
trombocitopenia, em consequéncia ao consumo intenso de plaquetas no local da leséo, além de
uma provavel agdo direta e transitoria na medula 6ssea (Silva et al., 2003; Tavares et al., 2004;
Pauli et al., 2009). Segundo Tavares et al. (2004) é um evento incomum a ocorréncia de

coagulacao intravascular disseminada (CID), e a sua patogenia ainda ndo esta bem elucidada.
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Para a avaliacdo do leucograma é importante avaliar o tempo de coleta do sangue e
também da dose aplicada de veneno, pois o nimero de leucécitos é varidvel (Silva et al., 2003;
Mcglasson, et al., 2007, Malaque et al., 2011). Estudos realizado por Silva et al. (2003)
evidenciaram que ap0s as primeiras 24 horas da injecdo do veneno de L. intermedia, ocorreu
intensa leucopenia em coelhos. A neutropenia instala-se horas apds o acidente, devido a
abundante migragdo de neutrofilos para o tecido, de forma transitoria. Resultados semelhantes
foram obtidos em estudos realizados por Mcglasson et al. (2007) apos injecdo de veneno de L.
laeta em coelhos, entretanto devendo ser salientado que 72 horas apos, verificou-se uma severa
leucocitose.

Também sdo observados outros sintomas ndo especificos no loxocelismo sistémico em
humanos, tais como, febre, émese, cefaléia e insonia, alteracBes sensoriais, astenia, prurido
generalizado, petéquias, e, em casos mais graves, convulsdes e coma (Schenone et al., 1989;
Futrell, 1992; Isbister e Fan, 2011; Rosen et al., 2012).

Sé&o relatadas reagOes sistémicas de hipersensibilidades causadas por envenenamento de
L. reclusa e L. rufescens, geralmente em individuos atopicos levando a um quadro de exantema
pustuloso generalizado. O quadro cursa com pele eritematosa, pastulas estéreis e, comumente
com febre e leucocitose (Pippirs et al., 2009).

Em estudos realizados em camundongos, foi relatada que, quatro horas apds a injecéo do
veneno de L. intermedia, houve aumento da atividade da enzima creatina fosfoquinase (CK) e
sua fracdo MB (CK-MB) (Lopes et al., 2010) e, seis horas ap0s, elevacdo das enzimas hepéticas
(Christoff et al., 2008) sinalizando, possivel acdo do veneno nesses tecidos. Segundo Tavares et
al. (2004) pode ocorrer também a formacédo de trombos e, consequentemente, a diminui¢do do
aporte sanguineo para 6rgdos vitais, ocasionando danos drasticos a estes 6rgdos, com sinais
clinicos associados.

Pesquisas revelaram a presenca de antigenos de L. intermedia nos rins (Luciano et al.,
2004; Chaim et al., 2006), coracdo (Lopes et al., 2010), pulmdes e figado (Christoff et al., 2008)
de camundongos envenenados experimentalmente. De acordo com Luciano et al. (2004), o
veneno de L. intermedia possui ligacdo direta com as estruturas renais de camundongos, através
de uma isoforma da enzima fosfolipase D capaz de provocar alteragdes na estrutura renal, com
efeito citotoxico dependente de sua atividade catalitica.

A causa mais comum de 6bito no loxoscelismo € a insuficiéncia renal aguda, que pode
estar relacionada com a injdria renal direta, com o depoésito de hemoglobina nos tubulos renais

advindos da intensa hemolise intravascular, e pela a¢do direta do veneno causando edema
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glomerular e nefrose tubular (Malaque et al., 2002; Chaim et al., 2006; Tambourgi et al., 2010;
Malaque et al., 2011). Os achados laboratoriais evidenciaram aumento de ureia e creatinina,
proteindria, hematUria e hemoglobinaria (Chaim et al., 2006).

3.1.3.3 Alteragdes histopatoldgicas

Acidentes envolvendo aranhas do género Loxosceles spp. geralmente cursam com feridas
dermonecréticas com propagacdo gravitacional e de dificil cicatrizacdo. As alteracdes obtidas
nos exames histologicos sao variaveis de acordo com o tempo da inje¢do do veneno para a coleta
do material. O intenso infiltrado neutrofilico € tido como o principal causador das feridas

dermonecrdticas (Elston et al., 2000).

Estudos avaliando achados microscépicos de lesdes em humanos em acidentes
envolvendo aranhas do género Loxosceles, revelam abundante infiltrado inflamatorio, trombose,
hemorragia, dermatite, inflamacdo aguda, eritema, liquefacdo e necrose da epiderme e derme
consistentes com casos de pioderma gangrenoso (Futrell, 1992; Yiannias e Winkelmann, 1992).
Nas pesquisas realizadas com modelos experimentais animais, utilizando diferentes espécies de
aranhas marrons, os achados patolégicos sdo similares aos que ocorrem em humanos.

Elston et al. (2000) avaliaram microscopicamente, amostras de tecido cutaneo de coelhos
14 dias apds envenenamento experimental com veneno de L. reclusa, sendo os principais
achados: infiltrado misto de células inflamat6rias composto predominantemente por neutrofilos,
necrose de coagulacdo da epiderme e derme e vasculite. Todos 0s animais apresentavam na
epiderme e derme, uma zona bem delineada de coloragdo eosinofilica, como uma necrose
coagulativa e, uma quantidade massiva de neutréfilos delimitando a zona de necrose.

De acordo com Ospedal et al. (2002), apos a utilizacdo de veneno de L. intermedia em
coelhos, houve deposicdo de rede de fibrina intravascular e trombose nos vasos presentes da
derme, degeneracdo na parede do vaso sanguineo e infiltracdo massiva e agregacdo de células
inflamatorias. Também foi relatado infiltrado de neutréfilos e leuc6citos no masculo esquelético,
edema muscular e mionecrose de algumas miofibrilas. Outras pesquisas também descreveram a
ocorréncia de destruicdo da epiderme, com necrose de coagulacdo na epiderme e derme (Elston
et al., 2000; Ospedal et al., 2002, Silva et al., 2004). A inflamacg&o é um achado frequente, sendo
relatada a liberacéo de citocinas pro-inflamatorias tais como inteleucina 6 (IL-6) e MPC-1, em
patas de camundongos (Barbaro et al., 2010).

AlteracGes histologicas de outros d6rgdos em camundongos, ap0s envenenamento

experimental com L. intermedia, sdo mais expressivas no rim. Foi relatada necrose tubular aguda
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em varios néfrons, acompanhada por deposicéo de material eosinofilico nos tabulos proximais e
distais (Tambourgui et al., 1998).

Foi visto que o veneno L. intermedia também causa importante efeito cardiotdxico e que
pode ter um papel significativo nos sintomas do loxoscelismo sistémico. As proteinas da familia
Loxtox desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de disfuncdo cardiaca em

camundongos envenenados (Dias-Lopes et al., 2010).

3.2 Abordagem Terapéutica

Apesar de existir uma vasta literatura sobre loxoscelismo, os tratamentos adequados para
as feridas dermonecrdticas ainda permanecem controversos. Em 2001, Samse e colaboradores
propuseram uma classificacdo das lesdes locais, com o tratamento utilizado podendo variar de
acordo com a gravidade do quadro, usando como critérios principalmente a auséncia ou presenca
de necrose e sua extensdo. Na medicina humana, de acordo com essa classificacdo, para lesdes
brandas, o tratamento inclui gelo, compresséo, elevacdo do membro afetado e utiliza¢éo de anti-
histaminico. Para lesdes moderadas, sdo usados analgésicos, antibioticos e dapsona. Para as
lesbes mais graves, terapias de suporte sdo necessarias como o uso de esterdides sistémicos,
desbridamento cirargico, enxerto de pele, oxigenoterapia hiperbarica e quando possivel o soro

antiloxoscélico (Swanson e Vetter, 2005).

Dentro desses protocolos terapéuticos, Lopes et al. (2020) realizaram uma revisao entre
o0s tratamentos do loxoscelismo cutdneo mais comuns e/ou promissores relatados na literatura e
demonstraram que 0s mais utilizados sdo os antibi6ticos (66%), seguido de corticosteroides
(35%), transfusdo sanguinea (23%), desbridamento cirargico (13%), anti-histaminicos (11%) e
dapsona (9%). Outras terapias como soro antiloxoscélico e oxigénio hiperbarico sdo utilizadas
em menos de 3% dos casos analisados.

Na grande maioria dos casos de lesGes dermonecroéticas advindas do loxoscelismo, séo
utilizados os antibidticos (Gremski et al., 2014). O uso dessa alternativa terapéutica é importante
para a prevencao de infecgdes secundarias, e 0 uso concomitante com agentes antissépticos, como
por exemplo, a limpeza com a iodopovidona, demonstram boa eficacia (Farace et al.2006; Cachia
etal., 2016; Lopes et al., 2020). Entre os antibioticos utilizados, a tetraciclina de uso tépico, pode
reduzir a progressao da lesdo dermonecrotica, devido as suas atividades antiinflamatérias e
imunomoduladoras (Tambourgi et al., 2010; Rubenstein et al., 2016).

A utilizacdo de corticosteroides € comumente administrada para retardar a formacéao de

Ulceras e amenizar os efeitos sistémicos da picada (Swanson e Vetter, 2005). Em coelhos, 0s
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efeitos sisttmicos do veneno podem ser bloqueados com os glicocorticdides, quando aplicado
até oito horas apds a picada pela aranha (Dillaha et al., 1964). A melhor atuacdo dos
corticosteroides nos casos sistémicos ocorre em decorréncia do seu mecanismo imunossupressor,
sua agdo protetora da membrana das hemacias, diminuindo a hemolise intensa que ocorre nessa
sindrome (Peterson, 2006).

A dapsona, um antibidtico sulfonico, tem sido recomendada como tratamento para feridas
dermonecréticas ocasionadas pelo loxoscelismo devido & agdo de inibir a degranulacdo
polimorfonuclear e consequentemente reduzir a inflamacéo local (Martins, 2014). Porém seu uso
¢ controverso, pois a dapsona pode causar varios efeitos colaterais incluindo erupcdes cutaneas
e hemolise, agindo assim como um fator de confuséo dos sintomas de loxoscelismo sistémico
(Rubenstein et al., 2016).

Ja a transfusdo é necessaria em casos de anemia hemolitica grave, ndo sendo raros 0s
pacientes que necessitam dessa intervencdo (Lopes et al., 2020). Outro tratamento comumente
utilizado é o desbridamento cirurgico, porém essa a¢éo quando executada de modo precoce pode
aumentar a area inflamatdria e agravar os efeitos do veneno. Essa cirurgia é aconselhavel apenas
para feridas estabilizadas com cicatrizacdo prolongada ou perda permanente do tecido (Pauli et
al., 2006).

O soro antiloxosceélico é o Unico tratamento especifico para neutralizar a agdo do veneno.
Gomez et al. (1999) documentaram a eficacia do soro intradérmico administrado em coelhos
dentro de quatro horas ap6s a injecdo, porém a dermonecrose ndo é atenuada se 0 Soro
antiloxoscélico for administrado mais de oito horas apds a injecdo do veneno, sendo essa situacao
agravada pelo fato do produto ndo ser comercialmente disponivel. Na rotina clinica isso € um
grave problema, pois a maioria dos casos se apresentam apds esse periodo, e a partir desse
momento o soro antiloxoscélico pode ndo ser mais eficaz (Martins, 2014).

A possivel efetividade da terapia com oxigénio hiperbarico estd baseada no seu
mecanismo de a¢do que promove uma neovascularizacdo tecidual com o aumento de aporte de
oxigénio para o tecido isquémico. Isso ocorre, porque o efeito toxico do oxigénio afeta
diretamente as bactérias anaerdbias (Davanzo et al., 2016). Além disso, a atividade de alguns
antibidticos aumenta quando exposto ao oxigénio (Cetinkaya et al., 2020).

Entretanto, é importante ressaltar que todos esses tratamentos ainda sdo questionaveis,
pois podem ser caros, dolorosos e/ou toxicos. Nenhuma modalidade de tratamento foi encontrada
associada a um menor tempo de cicatrizacdo ou menor aparecimento de cicatrizes apos 0s

tratamentos (Rubenstein et al., 2016).
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3.2.1 Terapia Celular

As células-tronco sdo células ndo especializadas do corpo humano, capazes de se
diferenciar em qualquer célula de um organismo (Fortier, 2005). Sdo células que existem tanto
em embrides quanto em células adultas, e podem ser classificadas em células-tronco totipotentes,
que tem a capacidade de formar um organismo inteiro; pluripotentes, capazes de originar tecidos
de todas as origens embriondrias, e células-tronco multipotentes, capazes de formar linhagens
celulares mais especificas (Zakrzewski et al., 2019).

As células-tronco mesenquimais (CTMs) séo células estromais multipotentes nédo
hematopoiéticas que foram isoladas de varios locais de tecidos adultos, como por exemplo
medula 6ssea (Nemeth e Mezey, 2015), tecido adiposo (Toyserkani et al., 2015) e membranas
fetais (Kern et al., 2006).

As CTMs sdo células com capacidade de se diferenciar em varias células da linhagem
mesenguimal, como osteoblastos, condrocitos, adipocitos, fibroblastos e mioblastos (Kim et al.,
2017). Entretanto, as CTMSs sdo uma populacdo heterogénea de células que apresentam expressao
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 expresséo in vivo
(Chamberlain et al., 2007).

A partir dessas caracteristicas das CTMs e com o intuito de promover uma padronizacao,
a Sociedade Internacional para Terapia Celular (SITC) definiu critérios minimos para a
classificacdo das CTMs. Em primeiro lugar a propriedade as células devem aderir ao plastico
guando mantidas em condicdes de cultura padrdo. Devem apresentar multipoténcia in vitro o que
reflete a capacidade de diferenciar nas células de origem mesenquimal em condi¢des adequadas.
Ter um padrdo de expressdo de marcadores de superficie celular de CD105, CD73 e CD90 para
mais de 95% da populacdo celular e expressao menor que 2% ou auséncia de expressao dos
marcadores de superficie celular CD45, CD34, CD14, CD11b CD79a, CD19 e HLADR classe Il
(Dominici et al., 2006; Kim et al., 2017).

No geral, ha quatro maneiras da utilizacdo de CTMs, sendo o implante local dessas
células, para doencas localizadas, como feridas cutaneas; transplantes sistémicos; em associacao
a terapia génica, e ainda a sua utilizacdo em protocolos de engenharia celular (Chamberlain et
al., 2007). Nas ultimas duas décadas, muito progresso foi feito no delineamento dos mecanismos
moleculares de acdo das CTMs e sua potencial aplicacdo na terapia regenerativa para um amplo
espectro de doengas, incluindo véarias doencas autoimunes e inflamatorias (Li et al., 2021).
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Entretanto, um dos maiores desafios da utilizacdo da terapia celular séo as variacdes na
eficacia terapéutica das CTMs devido & sua heterogeneidade causada por varios fatores
intrinsecos e extrinsecos. Intrinsecamente, as diferentes origens dos tecidos, idade e estado de
salde podem afetar a propriedade e a funcdo das CTMs. Extrinsecamente, o isolamento, a cultura
e as condicBes de expansdo in vitro também podem afetar a propriedade e as funcdes bioldgicas
das CTMs (Martins, 2014; Mushahary et al., 2018; Li et al., 2021).

3.2.2 Secretoma

Como os estudos relacionados sobre as técnicas terapéuticas de CTMs demonstraram ser
muito promissoras, Gnecchi et al. (2005) descobriram que as CTMs mediavam seus efeitos
terapéuticos pela liberacdo de moléculas troficas, conhecidas como secretoma. A partir disso, foi
visto que quando transplantadas, as CTMs ndo se tornavam parte do local lesado, e varias
evidéncias indicavam que o secretoma era o principal responsavel pelo reparo tecidual mediado
pelas CTMs (Teixeira et al., 2013).

O secretoma de CTMs tem sido descrito como uma mistura complexa composta por uma
fracdo solUvel proteica, constituida por fatores de crescimento, citocinas e uma fracdo vesicular
composta por microvesiculas e exossomos (Teixeira et al., 2020). Esses compostos estdo
envolvidos na transferéncia de proteinas e material genético, como por exemplo, micro RNAsS,
para outras células, com efeitos terapéuticos promissores (Teixeira et al., 2013). Por isso, 0
préprio secretoma das CTMs esta sendo considerado como componente farmacéutico ativo com
grande potencial (Bari et al., 2018).

O uso do secretoma apresenta diversas vantagens em relacdo ao proprio transplante de
células, pois 0s poucos ensaios clinicos ja realizados até o momento revelaram seguranca e
exequibilidade, sem efeitos adversos relatados, indicando o secretoma como uma fonte de
agentes bioativos que podem ser armazenados e transportados com eficiéncia como um produto
biolégico pronto para uso. Mesmo diante de tantos beneficios, a utilizacdo e 0s mecanismos
advindos do uso do secretoma de CTMs, precisam ser melhor avaliados e elucidados, isso porque
a descoberta das suas vantagens é muito recente na literatura.

Em 2016, Pires et al. demonstraram que o secretoma de CTMs de diferentes fontes de
tecidos possuem diferentes perfis secretores e composicdes exossdmicas distintas, indicando que
tal diferenca em seu padrédo de secre¢@o pode indicar que seu secretoma ou vesiculas derivadas
podem ser especificos para uma condicdo patolégica. Isso demonstra a grande necessidade de

caracterizar adequadamente o potencial terapéutico do secretoma e de todos 0s seus
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componentes, para assim poder padronizar um protocolo desde a producao de secretoma até ao
isolamento de seus componentes de interesse para cada tratamento alvo.

O uso terapéutico do secretoma aumenta a sobrevivéncia das células no transplante, pois
possui compostos com menor expressdo de proteinas de superficie celular, proporcionando
menos imunogenicidade quando comparados a células vivas e proliferativas (Teixeira et al.,
2020). Foi demonstrado também que o uso do secretoma reduz consideravelmente o nimero de
células necessérias para o transplante, bem como possiveis alterac6es fenotipicas (Vizoso et al.,
2017). Além dessas vantagens, 0 secretoma € mais econdmico e pratico para aplicacdes clinicas,
pois evita procedimentos invasivos de coleta de células, sempre vdo estar imediatamente
disponiveis para o tratamento, sendo um produto adquirido pronto para 0 uso, necessitando
apenas dilui-lo em tampé&o fosfato-salino (phosphate buffered saline - PBS).

Com o objetivo de demonstrar a eficicia do secretoma, Sanchez-Castro et al., (2021)
realizaram um estudo piloto usando o secretoma de CTMs derivado de tecido adiposo humano,
como um agente terapéutico para o veneno da serpente da espécie Bothrops atrox, um agente
patologico miotoxico que causa mionecrose local e hemorragia. Os resultados deste estudo
preliminar mostraram um potencial efeito benéfico do secretoma de CTMs sobre a leséo
muscular causada pelo veneno botropico. Esses resultados sinalizam que o secretoma pode
reduzir a extensdo da mionecrose aguda, favorecendo uma resposta regenerativa mais bem-

sucedida.

3.3 Fisiopatologia da cicatrizacdo de feridas

A pele fornece protecdo contra les@es fisicas, quimicas e microbioldgicas e a perda da sua
integridade pode resultar em um desequilibrio fisioldgico. Ela é o maior e mais visivel érgédo do
corpo, a qual se constitui como barreira anatdmica e fisioldgica entre o animal e 0 ambiente (Scot,
2000). Nesse sentido, a ruptura normal da estrutura corporal denomina-se ferida e estas podem
decorrer de fatores intrinsecos e extrinsecos (Pavletic, 2010). A busca pela adequada
manipulacdo da estrutura danificada, incentiva a correta avaliacdo e classificacdo da regido
lesionada, alem de intensificar a realizacdo de pesquisas cientificas envolvendo o processo de
cicatrizagdo (Hosgood, 2006).

A cicatrizacdo se inicia imediatamente apds a lesdo ou incisdo de pele, combinando uma
série de fatores fisicos, quimicos e celulares. Pode ser determinada como um fenémeno

bioldgico, altamente coordenado, complexo, dinamico, intercedido e sustentado por grupos
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celulares, medicadores bioquimicos e hemodindmicos, para assegurar a restauracéo
morfofuncional do tecido lesionado (Sahota et al., 2004).

A dindmica de cicatrizagdo é promovida por eventos que sdo descritos didaticamente em
fases fundamentais, que equivalem aos principais achados macro e microscépicos observados
em um periodo de tempo estabelecido. As fases sdo divididas em: hemostasia, inflamatoria,
proliferativa, deposigdo de matriz e de remodelagao tecidual (Frank et al., 1996; Hosgood, 2006).
Contudo, é um processo dindmico e pode ocorrer uma sobreposicdo entre as fases, ndo sendo
possivel estabelecer a ocorréncia de cada uma em periodos sistematicamente especificos
(Hosgood, 2006). Durante o processo ocorrem uma interacdo que envolvem diferentes tipos
celulares, envolvendo quetatindcitos, fibroblastos, células endoteliais, neutréfilos, macrofagos e
plaquetas (Hosgood, 2003; Barrientos et al., 2008). Salienta-se que a aposicdo das fases e os
diferentes tipos celulares envolvidos, contribuem sumariamente para a evolugdo do processo
(Kumar et al., 2005). Verifica-se uma regulacéo por diversos fatores quimiotaticos e fatores de
crescimentos que além da funcdo quimiotaxia, induzem a proliferacdo e ativacdo celular

(Hosgood, 2006), conforme mostra o quadro 2:

Quadro 2 - Principais grupos celulares e mediadores liberados durante a cicatrizacdo tecidual.

GRUPQOS PRINCIPAIS MEDIADORES
CELULARES LIBERADOS EFEITOS DESENCADEADOS

Plaquetas TGF-B, PDGF, PAF, Formag&o do trombo plaquetério e
fibrinogénio, recrutamento de neutrdfilos e
fibronectina, tromboplastina, mondcitos
EGF

Neutrofilos IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF- B  Recrutamento de mondcitos e

macréfagos

Linfécitos IFN- o, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, Ativacdo de macrofagos, recrutamento

TNF-a de leucocitos, fibroblastos.

Mondcitos/macréofagos TGF-B, VEGF-A, IL-1, IL-6, IL-  Quimiotaxia de mondcitos e
8, fibroblastos, proliferacdo de

TNF-a, MCP-1, IGF-1, MMP fibroblastos, angiogénese e sintese e
remodelamento de colageno.

Fibroblastos FGF1, FGF2, FGF4, KGF, Maturacdo e remodelamento da matriz
FGF10, extracelular, angiogénese e
IL-8, TGF-B, IGF-1 colagenizacgdo assim como estimulo da
migragdo, proliferacéo e diferenciagéo
epitelial
Queratinécitos MCP-1, FGF1, FGF2, TGF-$ Maturacdo e remodelamento da matriz

extracelular, angiogénese e
colagenizacgéo
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Células endoteliais MCP-1, CTGF, TIMP, VEGF-A  Maturacdo e remodelamento da matriz
extracelular, angiogénese e
colagenizacao

Células epiteliais VEGF-A Aumento da permeabilidade vascular e
estimulo da proliferagdo de células
endoteliais

Fonte: Adaptado de Hosgood, 2006.

3.3.1 Fase de hemostasia

A hemostasia é a primeira fase da cicatrizacdo de feridas acontecem instantaneamente
apos a injuria tecidual. O sangue e a linfa dos vasos sanguineo e linfaticos rompidos véo
preencher o local lesionado, contudo rapidamente, ocorre uma vasoconstricdo transitdria que é
induzida por compostos vasoativos como catecolaminas e histaminas. A vasoconstricdo é
desencadeada tanto por influéncia nervosa, por meio de uma descarga adrenérgica, quanto pela
acdo de mediadores originados da degranulacdo de mastocitos e dura aproximadamente 10
minutos visando a minimizacdo de perda de sangue para o espaco extravascular (Balbino et al.,
2005; Reinke e Sorg, 2012).

Em seguida ocorre uma vasodilatacdo que favorece o influxo de fluidos, células
sanguineas e plaquetas para o espago extravascular, o0 que consequentemente ativa a cascata de
coagulacdo e sintetiza a formacao do codgulo sanguineo. O coagulo atua captando as bordas da
ferida, limita a perda de sangue e fluido, o0 que acarreta a formacao imediata de barreira contra
agentes exogenos (Barbul, 2006; Hosgood, 2006). Dentro do codgulo é formada uma matriz
extracelular provisoria (MEP), composta por dimeros de fibronectina que se associam a fibrina,
que detém diversos sitios para adesdo celular, com neutrofilos, macréfagos e células de tecido
conjuntivo. Os leucdcitos sdo recrutados para o sitio de lesdo durante a coagulacdo, através de

mediadores vasoativos e fatores quimiotativos (Hosgood, 2006; Barrientos et al., 2008).

3.3.2 Fase inflamatoria e desbridamento

A fase inflamatoria é caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular,
quimiotaxia de células circulatorias, liberagdo de citocinas e de fatores de crescimento, como
também a ativacdo de células (Hedlund, 2007). Durante esta fase ocorre a migracao leucocitaria
para o leito da ferida, sendo considerada a fase de preparado do leito da ferida para o comego da
cicatrizacdo. Os neutrofilos sofrem quimiotaxia, através de mediadores inflamatorios produzidos
pela matriz extracelular proviséria (MEP), como os fibrinopeptideos, gerados pela conversdo do

fibrinogénio em fibrina (Hosgood, 2006). A medida que o tecido necrédtico desnaturado é



40

degradado, ocorrem a liberacdo de proteinases, que sdo substancias liberadas pelos préprios
neutrdfilos, potencializando a atracdo dos mesmos. Os neutrofilos sdo responsaveis pela
fagocitose de bactérias e restos extracelulares (Balbino et al., 2005) e também pela liberacéo de
radicais superoxidos que resulta na morte local das bactérias, degradacao da matriz extracelular
desnaturada assim como células comprometidas, favorecendo a formacgéo de exsudato no leito
da ferida (Hosgood, 2003). Os neutrofilos vdo atuar também nas reac6es de formacdo tecidual
mediante a sintese de fatores de crescimento e citocinas, sendo encarregados pela recomposi¢ao
da celularidade regional e restauracdo da homeostasia tecidual (Beer et al., 2000). Apds o
segundo dia, devido a meia vida curta dos neutréfilos, estes vao sendo aos poucos substituidos

por mondcitos, que se modificam em macréfagos ativos na ferida (Hatanaka e Curi, 2007).

Os macréfagos desempenham um papel muito importante na fase inflamatéria, com
atividade fagocitica e de desbridamento de corpos estranhos, modulam a producao e destruicao
da MEP, atuam como células apresentadoras de antigeno, induzem apoptose celular e também
participam da liberacdo de muitas citocinas, que dao inicio a formacédo de tecido de granulagdo
além de liberarem fatores de crescimento e mediadores bioquimicos, que iniciam e sustentam o
processo cicatricial (Singer e Clark, 1999; Kumar et al., 2005; Peranteau et al., 2008; Guo e
Dipietro, 2010, Koh e Dipietro, 2011). A forca biomecanica da ferida na fase inflamatéria ainda
é pequena, sendo a fibrina presente no coagulo sanguineo a responsavel pela sua sustentacéo
(Hosgood, 2003).

3.3.3 Fase Proliferativa

O processo proliferativo é dividido em angiogénese, fibroplasia e epitelizacdo, sendo essa
fase a responsavel pelo "fechamento” da lesdo. Na reepitelizacdo ocorre a migracdo de
queratindcitos das bordas da ferida e dos anexos epiteliais, os fatores de crescimento séo 0s
provaveis responsaveis pelos aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio (Lawrence e
Diegelmann, 1994; Reinke e Sorg, 2012).

Inicialmente a angiogénese ocorre a partir de capilares sanguineos integros ou recém-
danificados que sdo estimulados por fatores angiogénicos a preencher e migrar para o local da
lesdo, sendo necessaria para suprimento de oxigénio e nutrientes do tecido de granulagdo
formado (Singer e Clark, 1999; Hosgood, 2003). Essa fase é regulada através de fatores de
crescimento, como TNF-a, TGF-b, VEGF, FGF, PDGF, macrofagos e células endoteliais
danificadas (Raja et al., 2007)
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A migracdo e ativacdo de fibroblastos na ferida é caracterizada pela fibroplasia em
decorréncia da liberacdo de citocinas como INF-y e TGF-, principalmente pelos macrofagos
(Reinke e Sorg, 2012). Estes grupos celulares sdo os principais componentes do tecido de
granulacdo e tem como funcdo primordial a producdo de coldgeno, glicosaminoglicanos e
proteoglicanos, que formardo o tecido conjuntivo, substituindo a matriz extracelular provisoria
por um tecido mais forte e elastico (Guo e Dipietro, 2010).

Nesse sentido, 0 novo tecido comeca a invadir o espaco aproximadamente quatro dias
apos a lesdo (Hosgood, 2003). E as atividades iniciais presentes na epitelizagdo sdo a mobilizacéo
e proliferacdo de queratindcitos, presentes na margem da ferida, e das células-tronco epidérmicas
provenientes dos anexos epidérmicos como os foliculos pilosos e glandulas sebaceas (Reinke e
Sorg, 2012). Segundo estudos recentes os foliculos pilosos sdo o maior reservatorio de células
progenitoras para uma variedade de populacdes celulares, que possuem papel importante na
cicatrizacao de feridas (Lau et al., 2009).

Essas células se aderem umas as outras e interagem com uma variedade de proteinas
presentes da matriz extracelular, como a fibronectina (Singer e Clark, 1999). O caminho para a
migracdo celular é determinado por integrinas expressas na superficie de outras células
epidérmicas e para que ela ocorra de forma adequada € necessario que ocorra dissolucdo da
matriz extracelular provisoria por colagenases produzidas pelas proprias células epidérmicas
(Hosgood, 2006).

Com a evolugéo dos processos proliferativos, observa-se reducdo no tamanho da ferida,
processo marcado por intensa fibroplasia. Os fibroblastos assumem um fenotipo de

miofibroblastos que se caracterizam por microfilamentos contendo actina (Guo e Dipietro, 2010).

3.3.4 Fase de Maturacdo e Remodelamento

A fase de maturacdo e remodelamento caracteriza-se por eventos tais como, deposicao,
agrupamento, remodelagcdo do coldgeno e regressdo endotelial. Além disto, ocorre também a
diminuicdo de todos os elementos celulares, inclusive as células inflamatorias (Tazima et al.,
2008). E considerada a ultima fase da cicatrizaco cutanea e pode ter duracio de meses até um
ano. A transicao do tecido de granulacgao para a cicatriz requer o remodelamento e maturacao do
conteldo de tecido conjuntivo da ferida, pelas enzimas proteoliticas (metaloproteinases da
matriz) e, que irdo degradar colageno (Reinke e Sorg, 2012). Essas enzimas sdo secretadas por
macrofagos, células endoteliais, epiteliais e fibroblastos, e controlam a velocidade de degradagéo
do colageno na ferida (Hosgood, 2003).
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Em casos de analises terapéuticas, com relacdo a cicatrizacdo de feridas, é essencial uma
investigacdo minuciosa para avaliar todos os fatores que podem nesse processo. Dos fatores
gerais, a idade, o estado nutricional do paciente, a existéncia de doengas de base, como diabetes,
alteracdes cardiocirculatérias e de coagulacdo, aterosclerose, disfuncdo renal, quadros
infecciosos sistémicos e uso de drogas sistémicas podem interferir no processo cicatricial
(Halloran e Slavin, 2002).
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido considerando os principios éticos, respeitando o bem estar animal
a fim de reduzir o desconforto dos animais. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, com o protocolo CEUA
n°131/2020.

4.1 Selecdo dos animais

Foram utilizados 16 coelhos machos, adultos, Nova Zelandia, com peso médio de 2,0 kg,
provenientes da Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa da EV-UFMG, no municipio de
Igarapé (MG). Os animais permaneceram durante o tempo de experimentacdo separados em
gaiolas metélicas individuais de dimensdes de aproximadamente 75 cm de comprimento por 30
cm de largura e 30cm de altura, no Laboratério de Metabolismo e Calorimetria Animal
(LAMACA) da EV/UFMG, recebendo agua, racdo e feno ad libitum.

4.2 Obtencdo do veneno e secretoma de células-tronco mesenquimais
Um pool de veneno proveniente da espécie Loxosceles intermedia foi obtido do
Laboratério de Imunologia e Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (UFMG),

gentilmente cedido pelo Prof. Carlos Delfin Chavez Olé6rtegui.

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

4.3 Grupos experimentais
Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo de sete dias e posteriormente
distribuidos em grupos de quatro animais (n=4).

A excecdo do grupo controle (grupo 1), que foi submetido apenas & aplicagio de secretoma
(60ug de secretoma diluido em tampé&o fosfato-salina a 0,5%), todos os outros grupos foram
desafiados com 10ug de veneno de Loxosceles intermedia, diluido em NaCl 0,9%, via
intradérmica na regido interescapular e, tratados 30 minutos apos a injecdo do veneno de acordo

com a Tabela 1.
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Tabela 1 - Distribuigdo dos animais nos diferentes grupos e protocolos de tratamento ap6s inje¢do do
veneno de Loxosceles intermedia.

GRUPO DESCRICAO
Gl Administracdo intradérmica de 60ug de secretoma diluido em PBS 0,5%
Gl Administracdo intradérmica de 10pug de veneno de L. intermedia diluido em PBS 0,5%
e tratamento com NaCl 0,9% via intradérmica
Sl Administracdo intradérmica de 10ug de veneno de L. intermedia diluido em PBS 0,5% e
tratamento com 60pg de secretoma diluido em PBS 0,5% por via intradérmica

Administracdo intradérmica de 10ug de veneno de L. intermedia diluido em PBS 0,5% e

GIV tratamento com 60pg de secretoma diluido em PBS 0,5% por via endovenosa (veia

auricular marginal lateral)

4.4 Injecdo do veneno e tratamento com secretoma

Para administracdo do veneno de Loxosceles intermedia e tratamento com secretoma nédo
foram necessarios métodos de contencdo quimica, realizando-se apenas contencdo manual.

Para as aplicacdes foram utilizadas seringas de insulina (100 u.i.), ap6s tricotomia e
desinfecgc@o com clorexidina 0,5%.

Todos os animais receberam o secretoma na mesma dose (60pg de secretoma diluido em
PBS 0,5%), 30 minutos ap6s o desafio. Os animais dos grupos I, Il e 11l receberam o secretoma
em quatro pontos equidistantes, na regido interescapular por via intradérmica, e o grupo 1V,
recebeu o secretoma via endovenosa, na veia auricular maginal lateral da orelha.

A figura 2A mostra a contensao fisica de um animal do G1V, e figura 2B, a administracdo

endovenosa de secretoma na veia auricular maginal lateral da orelha desse mesmo animal.



45

Figura 2: Contencdo fisica do animal (2) e injecdo endovenosa de secretoma no coelho do grupo IV (b).

A figura 3A mostra o ponto central, na regido interescapular, da aplicacdo do veneno de

L. intermedia, e a 3B, 0s quatro pontos equidistantes da administracdo do secretoma.

Figura 3: Ponto central de injecdo intradérmica do veneno de L. intermedia (coelho do grupo V) (Fig.
3A) e administracdo do secretoma em quatro pontos equidistantes ao veneno (coelho do grupo IlI).
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4.5 Coletas de sangue e analises laboratoriais

Amostras de sangue para exames laboratoriais foram coletadas de todos os animais antes

(tempo zero) e apos os desafios e tratamentos, aos trés, nove e 15 dias.

O sangue foi coletado da veia auricular com cateter 24 e distribuidos em trés tubos:

1)

(2)

3)

Com anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% para
determinacdo dos pardmetros hematologicos, realizados em equipamento
hematoldgico veterinario (Poch-100iV Diff®). Foram avaliados o numero de
eritrocitos, leucocitos, neutrofilos, plaquetas, e determinados o volume globular
(VG), a hemoglobina e os indices hematimétricos - concentragdo de hemoglobina
globular média (CHGM), volume globular médio (VGM) e amplitude de
distribuicdo dos globulos vermelhos (RDW-CV e RDW-SV). Foram realizadas a
contagem diferencial do leucograma em microscopia Optica através de esfregacos
sanguineos corados com panotipo;

Com citrato de sodio a 10% para obtengdo de plasma e avaliacbes do Tempo de
protombina (TP), Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e fibrinogénio no
aparelho QUICK TIMER, com os kits TP e TTPa Clot (Bios Diagnostica);

Sem anticoagulante para obtencdo de soro, para analise bioquimica composta pela
dosagem de creatinina, ureia, SDMA, proteina total, aloumina e das atividades das
enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (FA) e creatina fosfoquinase (CK). As anélises bioquimicas foram
realizadas com Kits laboratoriais (Bioclin) utilizando analisador bioquimico TP

Analyser Basic®- ThermoPlate®.

4.6 Avaliacdo da area das lesdes

Para acompanhar a evolucado das lesdes e do tratamento estabelecido para cada grupo, as

lesGes foram mensuradas diariamente e avaliadas pelo aspecto dermatoldgico como: eritema,

edema, halo hemorragico e necrose. Realizou-se registros fotograficos diarios com camera

digital, mantida a uma distancia constante de 30 cm da lesé&o.

As lesdes foram avaliadas no primeiro, terceiro, nono e 15° dias, utilizando a formula R
= d/ 2 conforme Schwarzschild (1996).



47

4.7 Avaliacdo histopatoldgica das lesdes

Decorrido o periodo de 15 dias de tratamento e observagdo, os animais foram
eutanasiados por aprofundamento anestésico com propofol (>10mg/kg) e cloreto de potéassio (1,0
mL/kg).

Foram coletadas apenas amostras de pele fixadas em formol a 10% foram processadas
por técnica rotineira de inclusdo em parafina para realizagdo de cortes histologicos de 4 um de
espessura. O material foi corado pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) para a avaliagdo

histomorfométrica atraves da analise de microscopia Optica de luz convencional.

Foi realizada analise descritiva de todas as laminas, sem o conhecimento prévio dos
grupos de animais. Avaliou-se alteracbes na estrutura morfoldgica da epiderme, derme

superficial, profunda e camada muscular.

4.8 Analises estatisticas
As variaveis foram expressas por média e desvio-padrdo, exceto para as variaveis VGM,
TP, eritema, que foram descritas pela mediana e amplitude.

Para cada variavel foi ajustado um modelo misto considerando os fatores grupo, tempo e
a interacdo entre eles como efeito fixo, também foi incluso o efeito do animal como aleatorio

para ajuste das medidas repetidas.

As premissas de normalidade e homocedasticidade foram conferidas por meio do teste de
Shapiro-Wilk e analises graficas de diagnostico.

Em caso de significancia entre os tratamentos, o teste de Tukey foi utilizado para

comparagdo das médias.

Quando necessaria, foi realizada a transformacdo logaritmica da varidvel resposta, no
entanto, os resultados estdo expressos na escala original. Quando a transformagdo néo foi
suficiente para normalizagdo ou estabilizacdo dos residuos, foi aplicado o teste de Kruskall-
Wallis para avaliagdo dos grupos dentro de cada tempo e o teste de Friedman para avaliagcdo dos

tempos dentro de cada grupo.

O teste de Conover foi utilizado para todas as comparacdes caso constatado diferenca

significativa entre grupos ou tempos.

Para as variaveis VGM e TP foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para comparagéo

dos grupos dentro de cada tempo, se necessario o0 teste post-hoc de conover foi aplicado.
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O teste de Skillings-Mack foi utilizado para comparacao dos tempos dentro dos grupos e

se necessario o teste de Durbin foi realizado para comparacdo dos tempos dois a dois.

Para eritema foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para grupos dentro de cada tempo e
o teste de Skillings-Mack para os tempos dentro de cada grupo.

As analises post-hoc foram realizadas por meio de o teste de conover ou Dunn e Durbin.

O nivel de significancia estabelecido foi de 5%. Todas as analises foram realizadas por
meio do software R 4.0.4 (R Core Team, 2020).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecao dos animais e dose inoculada de veneno

O animal selecionado para o estudo foi o coelho, considerado o melhor modelo
experimental para producdo da lesdo dermonecrotica, semelhante a que ocorre no homem e nos
animais pet (Silva et al., 2004; Elston et al., 2005).

Para uma avaliagdo estatistica adequada, € importante reduzir o nimero de variaveis que
podem interferir nos resultados avaliados, realizando uma uniformizagdo dos animais, tanto em
sexo, idade e peso (Sampaio, 2007). Portanto, para minimizar os efeitos do estrégeno e do cortisol
na reparacao das feridas, foram utilizados, respectivamente, coelhos machos e um periodo de
adaptacdo de sete dias (Martins et al., 2011). A dose do veneno escolhida de L. intermedia, foi
baseada em estudos experimentais que utilizaram doses semelhantes capazes de induzir

significativa lesdo dermonecroética (Da Silva et al., 2004; Moura, 2005; Lima, 2016).

5.2 Avaliagdes de dermonecrose

Foi realizada uma avaliacdo macroscopica diariamente dos animais, para acompanhar
sistematicamente a evolucdo da ferida dermonecrotica e as diferencas entre os grupos tratados.
A dose de 10ug de veneno de L. intermedia, induziu nos coelhos uma leséo tipica encontrada no
loxoscelismo cutaneo, iniciando-se com eritema, formacdo de halo hemorragico seis horas ap6s
a injecdo, associado ao edema, eritema e sensibilidade ao toque, que foram variaveis conforme
os individuos (Figuras 4 e 5). Apds 72 horas, observou-se que o halo hemorragico (Figuras 5A e
6A) que evoluiu para uma area central de necrose acinzentada (Figuras 5B e 6B). Posteriormente,
nove dias apos a injecdo do veneno, nessa area necrdtica, formou-se uma crosta (Figuras 5C e
6C), sendo que no ultimo dia de avaliacdo (15° dia), a crosta ja estava um pouco aderida a pele
do animal (Figuras 5D e 6D). As fases de evolucdo da ferida dermonecética provocada pelo
veneno de L. intermedia, coincidem com as feridas observadas em humanos e em alguns modelos
de animais (Ferrara et al., 2009; Pauli et al., 2009).

Todos os coelhos desse experimento foram avaliados no mesmo dia, com o intervalo de
tempo de seis horas, observando-se as lesdes macroscépicas apds injecdo tanto do veneno como
dos tratamentos propostos. A partir desse periodo, as analises foram realizadas apos trés, nove e

15 dias da injecdo do veneno.



50

Figura 4: Evolucgdo da ferida dermonecrética de coelho (Gll) ap6s injecdo do veneno de Loxosceles
intermedia e tratamento com NaCl 0,9%. A) Ferida com halo hemorragico evidente seis horas apés a
injecdo de veneno. B) Ferida dermonecrdtica apresentando area central de necrose acinzentada, 72 horas
apos a injecdo do veneno. C) Ferida dermonecrdtica com uma crosta bem definida, nove dias apds a
injecdo do veneno. D) Ferida dermonecrdtica no Gltimo dia de avaliacdo (15 dias ap0s inje¢do); observa-

se pouca adesdo da crosta a pele.
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Figura 5: Evolucdo da ferida dermonecrética de coelho (GIII) Nova Zelandia ap6s injecao do veneno de
Loxosceles intermedia e tratamento com secretoma ID. A) Ferida com halo hemorragico evidente seis
horas apdés a injecdo de veneno. B) Ferida dermonecrética apresentando area central de necrose
acinzentada, 72 horas apés a injecdo do veneno. C) Ferida dermonecrética com uma crosta bem definida,
nove dias apds a injecdo do veneno. D) Ferida dermonecrética no ultimo dia de avaliagdo (15 dias ap6s
injecdo); observa-se pouca adesao da crosta a pele.

As lesbes cutaneas iniciaram-se num tempo médio seis horas, em todos os animais dos
grupos que receberam veneno de L. intermedia, com ou sem associa¢do dos tratamentos com
secretoma. Macroscopicamente, nesse tempo foi possivel observar eritema, edema e halo
hemorréagico (Tabelas 2 e 3). Na maioria dos animais, a lesdo evoluiu com alastramento
gravitacional, sendo acompanhada por necrose dérmica a partir de 72 horas ap0s injecdo (Tabela
3). Contudo, os resultados demonstraram que apenas a injecdo do secretoma, sem associacao
com o veneno (GI), ndo foi capaz de causar nos animais, lesdes, como eritema, halo ou necrose
(Tabelas 2 e 3).
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Os animais do grupo I, que receberam somente secretoma (ID) apresentaram discreto
edema (p<0,05), com valores proximos a espessura normal da pele dos animais, quando
comparados com os animais que foram desafiados com veneno de L. intermedia e tratados,
sinalizando que o secretoma, de forma isolada, ndo possui potencial edematogénico. Ja nos
grupos GllI, Gl e GIV, que foram inoculados veneno de L. intermedia, com ou sem tratamento,
0 edema foi significamente (p<0,05) maior, independente do tratamento realizado. No primeiro
dia da injecdo do veneno, apds tratamentos, os grupos GlIl e GIV que receberam o secretoma
pelas vias intradérmica e endovenosa, respectivamente, apresentaram maior grau de edema,
guando comparado ao grupo tratado com NaCl 0,9% por via intradérmica (GlI). Todavia, com o
passar do tempo, o edema foi reduzindo nesses grupos (Il e 1V) e, de forma inversa foi
aumentando no grupo | (NaCl 0,9%). Na avaliacdo final (15° dia), comparativamente, o edema
foi menor nos grupos tratados com secretoma, quando comparado ao grupo NaCl 0,9% (GlI).

O eritema, avaliado com paquimetro, foi acompanhado apenas nos grupos que receberam
veneno de L. intermedia (GlI, Glll e GIV), ja que os animais do GI, ndo apresentaram qualquer
manifestacdo de vermelhiddo na pele. Comparativamente, no primeiro dia, os grupos Il e Il
foram similares entre si, e diferentes do grupo IV que apresentou menor presenca de eritema
(p<0,05) (Tabela 2). O eritema € o sinal dermatoldgico mais precoce e frequentemente observado
em lesbes causadas no envenenamento de Loxosceles, como observaram Silva et al. (2004) e
Tambourgi et al., (2010).

Tabela 2 - Valores das medianas + amplitude de eritema de coelhos tratados com secretoma (Gl) e
desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GlI), com secretoma por
via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e
no terceiro, nono e 15° dia ap6s desafio e tratamentos

TEMPO GRUPOS
Dia Gl Gl Gl GIV
1° (6h) 0,0£0,04 1,0+1,08 1,0+1,08 1,0+0,25¢
30 0,0+0,0¢ 1,040,252 0,5+1,0° 0,5+1,0¢
Eritema 90 0,0+0,0 0,0£0,0 1,0£0,258 0,0+0,04
150 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,5" 0,0+0,0

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos para cada grupo
(P<0,05). Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para grupos dentro de cada tempo e o teste de Skillings-Mack
para os tempos dentro de cada grupo. Gl - Injecdo intradérmica de secretoma; GII - Inje¢do intradérmica de L.
intermedia; GIII - Inje¢do intradérmica de L. intermedia + secretoma e GIV — Injecéo Intradémica de L. intermedia
e secretoma endovenosa.
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Tabela 3 - Valores médios+ desvio padrdo de edema, halo hemorragico e necrose de coelhos tratados
com secretoma (GI) e desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GlI),
com secretoma por via intradérmica (GlI) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio
ou tratamento) e no terceiro, nono e 15° dia ap6s desafio e tratamentos

TEMPO GRUPOS
Dia Gl Gll Glll Glv
1°(6h) 0,25+0,05% 1,17+0,358 1,70+1,53® 1,25+0,05®
3°  0,22+0,05% 1,27+0,39® 1,02+0,28® 1,25+0,20®
Edema 9°  0,20+0,00%4 1,02+0,46 ® 0,85+0,17°8 0,90+0,148
15° 0,20£004 0,95+0,38° 0,65+0,05° 0,75+0,31°8
1°(6h)  0,0+0,0* 1779,6+3523,5%  3540,0+4070,3®  1772,5+3528,3%
3° 0,0+0,0* 6679,6+9248,1®  9621,0£19229,3%  4907,6+9811,5°
Halo 90 0,0+0,0% 0,0+0,0* 0,0£0,0% 197,4+391,6°
15 0,0+0,0* 0,0+0,0* 0,0+0,0* 0,0+0,0%
1(6h) 0,0£0,04 0,0£0,04 0,0£0,04 0,0£0,04
3° 0,0£0,0# 0,0£0,0# 1,22+2,454 0,44+0,884
Necrose 90 0,0£0,04 0,1740,23% 1,952,104 0,50+1,00%
15° 0,0£0,04 0,54+0,724 197,3+391,74 0,94+1,33%

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos para cada grupo
(P<0,05). Anélises realizadas pelo teste de Tukey. Gl - Injecdo intradérmica de secretoma; Gl - Injecdo intradérmica
de L. intermedia; GlII - Injecdo intradérmica de L. intermedia + secretoma e GIV — Injecdo Intradémica de L.
intermedia e secretoma endovenosa.

O halo hemorragico ndo foi observado no grupo | e, foi presente nos grupos que
receberam veneno (GlI, Glll e GIV), mas nos tempos 1 e 3, ndo houve diferenca entre eles
(p>0,05). Deve ser salientado que, no nono dia, somente nos animais do grupo IV, desafiados
com veneno de L. intermedia e tratados com secretoma via endovenosa, ainda havia halo
hemorragico. Todavia, macroscopicamente, nos animais desse grupo IV, apenas um animal
apresentou evolucdo para ferida dermonecrotica.

Todos os animais que receberam de veneno L. intermedia, apresentaram sinais
macroscéopicos do loxoscelismo cutaneo (Isbister e Fan, 2011), mas, nem todos os animais
apresentaram a ferida dermonecrética classica (Figura 6). A necrose na derme também foi vista

na microscopia optica, que sera discutida adiante.
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Figura 6: Evolugdo da ferida dermonecrotica de coelho (G4) apds injecdo do veneno de Loxosceles

intermedia e tratamento com secretoma EV. A) Ferida com halo hemorragico seis horas ap6s a injecdo de
veneno. B) Ferida apresentando halo hemorragico difuso, eritema central e intenso edema, 72 horas apds
a injecdo do veneno. C) Ferida hemorragico difuso e edema, nove dias ap6s a injecao do veneno. D) Ferida
no Gltimo dia de avaliagdo (15° dia) com edema e area esbranquicada central.

Esses resultados corroboram com os achados macroscopicos apos a inje¢do experimental
de veneno de L. intermedia em coelhos, descritos por Pauli et al., (2009). Além disso, as lesdes
cutdneas encontradas em coelhos se assemelham muito as lesdes descritas no loxoscelismo
cutdneo em humanos (Isbister e Fan, 2011). Isso demonstra a eficacia do veneno e dose
utilizados para reproduzir lesbes cutaneas caracteristicas do envenenamento e, valida o modelo
animal escolhido para testar tratamentos alternativos frente ao loxoscelismo cutaneo. Os estudos
com terapias alternativas para o loxoscelismo sdo de extrema importancia, pois as lesdes
cuténeas quando tardam a cicatrizar tornam-se crénicas, e o tratamento passa a ser um desafio,
e muitas vezes, 0s métodos sao reconstrutivos (Bydlowski et al., 2009; Nambu et al., 2009). Por

isso, tratamentos inovadores para melhorar a cicatrizacdo e a regeneragdo cutanea sao
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necessarios. Embora o tratamento com o secretoma via intradérmica ndo tenha demonstrado
diferenga significativa quando comparados com o grupo tratado com NaCl a 0,9% (controle), o
grupo que recebeu secretoma por via endovenosa apresentou um resultado satisfatorio em
relacdo ao desenvolvimento do edema. Robert et al. (2019) descreveram que 0 secretoma possui
proteinas relacionadas a cicatrizacdo e estimula a angiogénese no local da ferida. Salienta-se
que, essas propriedades podem ser sensiveis a diferentes fatos: (1) via de administracdo do
secretoma (injecdo subcutanea, endovenosa ou aplicacdo topica); (2) etiologia de formagdo da
lesdo; (3) meio basal usado para coletar o secretoma e; (4) concentracdo utilizada (Sun et al.,
2019).

Os resultados acima sinalizam necessidade de reavaliacdo utilizando outras doses e

periodos de tratamento.

5.3 Avaliagdes hematoldgicas

Foram observadas diminui¢des no nimero de eritrocitos, hemoglobina e volume globular
(p<0,05) nos animais dos grupos Glll e GIV (Figuras 7, 8 e 9) ja no tempo zero, ou seja, antes
dos desafios e dos tratamentos propostos, sinalizando auséncia de nexo com 0s mesmos. Também
é importante salientar que esses se mantiveram dentro dos limites de referéncia para a espécie

leporina, sem significado clinico (Carpenter et al., 2012).

Também, é impostante relatar que, os coelhos possuem eritrécitos ressitentes a hemolise
induzidas pelo veneno de Loxosceles spp., pelo fato de apresentarem auséncia de glicoforina na
superficie dos eritrécitos (Da Silva et al. (2003). Em outras pesquisas om coelhos que receberam
veneno L. intermedia, também néo foi relatada reacdo hemolitica (Futrell; 1992; Pauli et al.,
2009, Tavares et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010103001272?casa_token=_oMbPw6QaKQAAAAA:sWsh9zm9yw3-Z1Uehle_JDxhA6wVAENPBbu8azop92G4sZEGUAMcZzcXjzMNU4eYFbeKW65Wqg_z#BIB7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010103001272?casa_token=_oMbPw6QaKQAAAAA:sWsh9zm9yw3-Z1Uehle_JDxhA6wVAENPBbu8azop92G4sZEGUAMcZzcXjzMNU4eYFbeKW65Wqg_z#BIB7
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Valores de referéncia segundo Carpenteret al., (2012): 4-8/uL de sangue

Figura 7: Valores médios + desvio padrdo do nimero de eritrécitos X 108/uL de coelhos tratados com
secretoma (Gl) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GlI), com
secretoma por via intradérmica (GllI) e endovenosa (G1V), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou
tratamento) e no terceiro, nono e 15° dia apds desafio e tratamentos.
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*P<0,05: Teste de Tukey.
Valores de referéncia segundo Carpenter et al., (2012):8-17,5g/dL

Figura 8 - Valores médios + desvio padrdo de hemoglobina (g/dL) de coelhos tratados com secretoma
(GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GlI), com secretoma
via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e
no terceiro, nono e 15° dia apés desafio e tratamentos.
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* P<0,05: Teste de Tukey.
Valores de referéncia segundo Carpenter et al., (2012): 30-50%

Figura 9 - Valores médios + desvio padrdo de volume globular (%) de coelhos tratados com secretoma
(GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GlI), com secretoma
por via intradérmica (Gl1) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento)
e no terceiro, nono e 15° dia ap6s desafio e tratamentos.
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*P<0,05: para a varidvel VGM (A) foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para comparacdo dos grupos dentro de
cada tempo. Para a varidvel CHGM (B), a analise foi realizada pelo teste de Tukey.
Valores de referéncia segundo Carpenter et al., (2012):58-75fL para VGM e 29-37 g/dL para CHGM.

Figura 10 - Valores médios + desvio padrdao de VGM (fL) (A) e CHGM (g/DL) (B) de coelhos
tratados com secretoma (Gl) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl
0,9% (GII), secretoma via intradérmica (GllI) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer
desafio ou tratamento) e no terceiro, nono e 15° dia ap6s desafio e tratamentos.

O volume corpuscular médio ou volume globular médio (VGM), é um indice presente no
hemograma que indica a média do tamanho das hemaécias, e nos coelhos, o valor normal do VCM
varia entre 58 e 75 fL segundo Carpenter et al., (2012). Como esse indice € calculado a partir do

volume globular (VG) e nimero de eritrocitos, obviamente, as alteragdes v&o ocorrer nos mesmos
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grupos (Gl e GIV) conforme demonstrado na figura 10, com as mesmas diferencas (p<0,05).
Contudo, esses valores permaneceram dentro dos valores fisioldgicos sem significado clinico.

Em relagdo a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foi observada
diferenca (p<0,05) apenas no tempo zero (Figura 10B), sem significado clinico, visto que 0s
valores permaneceram dentros dos valores 29-37 g/dL, que sdo valores de referéncia para a
espécie leporina de acordo com Carpenter et al., (2012), sinalizando auséncia de alteragdes
dignas de nota no eritrograma. Sabe-se que o veneno loxoscélico pode causar hemolise
intravascular, por acdo direta na membrana celular dos eritrécitos e por mecanismos ainda
deconhecidos.

Nesse estudo, o leucograma nédo apresentou alteracgdes significativas (p.0,05) em todos os
grupos e tempos estudados. A figura 11A mostra no terceiro dia, uma tendéncia de aumento do
nimero dos leucdcitos totais nos animais que receberam veneno de L. intermedia, mas
possivelmente por respostas individuais, houve um maior desvio-padrdo interferindo nessa
andlise. Salienta-se que o numero absoluto de leucdcitos totais e linfocitos (Figura 11C),
permaneceu dentro dos valores fisiolégicos para a espécie durante todo o periodo experimental
conforme Carpenter et al. (2012). Os leucdcitos na circulacdo sanguinea e tecidual no acidente
loxoscélico variam com a dose do veneno aplicada e, consequentemente, com a interacao a
ativacdo de mecanismos endogenos, tais como ativacdo do sistema complemento, migracéo de
polimorfonucleares, liberacdo de enzimas proteoliticas e liberagéo de citocinas (Silva et al., 2003;
Mcglasson et al., 2007; Malaque et al., 2011).

O tempo de avaliacdo também é importante, pois Silva et al. (2003) observaram
leucopenia intensa em coelhos, ap6s 24 horas a injecdo do veneno de L. intermedia, sendo que,
cinco dias ap6s 0 envenenamento ocorreu a normalizacdo do nimero de leucécitos. Observa-se
que a leucopenia estd associada a neutropenia no mesmo periodo, fato esse que ocorre pela
migracdo massiva de neutrofilos para o tecido, horas apds o acidente, causando um decréscimo
transitdrio de leucocitos na circulacdo sanguinea (Tavares et al., 2004). Todavia, nos estudos
realizados por Tavares et al. (2004), Mcglasson et al. (2007) e Martins (2014), foi relatada
leucocitose significativa 72 horas apés injecdo de veneno de L. galcho, L. reclusa e L. laeta,
respectivamente. Os animais dos grupos GlIl e GIV que receberam secretoma por via
intradérmica e endovenosa respectivamente, (72 horas apos injecdo de veneno de L. intermedia),
apresentaram leucocitose, que foi restaurada a partir do tempo 9, para valores fisioldgicos para a

espeécie leporina, permanecendo até o tempo 15.



59

Martins (2014) também relatou que no grupo de coelhos inoculado com veneno de L.
laeta e tratados com dapsona e células-tronco mesenquimais (CTMs), o nimero de leucocitos
totais, assim como de neutrdéfilos e linfocitos permaneceram dentro dos valores fisiolégicos para
a espécie leporina durante todo o periodo experimental. Esse autor acredita que a auséncia de
leucocitose nesse grupo sugere uma acao benéfica do tratamento de CTMs quando associada a
dapsona na evolugdo da ferida dermonecrdtica, visto que ela € extremamente dependente da
infiltracdo neutrofilica.

Para avaliar possiveis danos sisttmicos causado pelo veneno de L. intermedia, Polli
(2020) realizou andlises do hemograma em coelhos. Em seus resultados também ndo foram
detectadas diferencas nas contagens de eosinofilos, mondcitos e basofilos entre os tratamentos
assim como observado neste estudo.

Ressalta-se que, 0s mondcitos sdo fagdcitos mononucleares que podem se diferenciar em
macrofagos e apresentar antigenos para conduzir uma resposta imune. Eles tém um papel
fundamental como células apresentadoras de antigenos e, em resposta a varios estimulos, passam
da corrente sanguinea para locais periféricos, onde se diferenciam em macrofagos e células
dendriticas, contribuindo para a remodelacdo e reparo do tecido (Rojas et al., 2017).
Considerando a importancia dos mondcitos na resposta inflamatdria, e principalmente na
cicatrizacdo da lesdo cutanea que veneno de L. intermedia pode causar, a avaliacdo tornou-se
essencial. Neste estudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os tratamentos, mas
houve diferenca (P<0,05) 15 dias apds a injecdo do veneno nos grupos Il e 1V. No grupo I,
observa-se uma diminuicdo do nimero de mondcitos (111+76 /uL) e, de forma contraria, no

grupo IV, um aumento (603£294/uL).
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Leucdcitos X 10%/uL: 5,0-12,0; Neutrofilos X 10%/uL: 1,49-3,21; Linfécitos X 10%/uL: 3,36-7,00, segundo Carpenter
etal., (2007 e 2012):

Plaquetas X 10%/uL: 290-650; Mondcitos X 10%/uL: 198,5-403,0 segundo Feldman et al., (2000).

Figura 11 - Valores médios + desvio padrao do nimero absoluto de leucécitos (A), neutrofilos
(B), linfacitos (C), mondcitos (D) e plaquetas (E) de coelhos tratados com secretoma (Gl) e, desafiados
com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GIl), com secretoma por via
intradérmica (GlII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e no
terceiro, nono e 15° dia ap6s desafio e tratamentos.

A figura 11E mostra que ndo houve variacdo significativa no nimero de plaquetas entre
grupos em seus respectivos tempos. Todavia, os animais dos grupos GllII e GIV no terceiro e
15° dias, apresentaram aumento do numero de plaquetas. Esse resultado € interessante, ja que
trombocitopenia foi descrita em cées apds injecdo intradérmica do veneno de L. reclusa (Denny
et al., 1964). Pauli et al. (2009) também observaram trombocitopenia discreta 24 horas ap06s

envenenamento loxoscélico e reestabelecimento da normalidade cerca de 72 horas.
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Estudos realizados por Tavares et al. (2011) evidenciaram que as plagquetas de coelhos
requeriam uma concentracdo duas vezes maior de veneno para atingir uma extensdo semelhante
de agregacdo plaquetéria que ocorrem em humanos.

O veneno loxoscélico é capaz de promover agregacédo plaquetaria e trombocitopenia horas
apos o envenenamento, devido ao consumo acenturado de plaquetas no local da ferida, assim
como uma provavel acdo direta e transitéria do veneno na medula éssea (Silva et al., 2003;
Tavares et al., 2004; Pauli et al., 2009). A coagulacdo intravascular pode ocorrer nessa sindrome
em humanos acometidos pelo loxoscelismo, sendo a avaliacdo plaquetaria um parametro

relevante para avaliacdo da hemostasia dos animais (Elston et al.,2005).

5.4 Coagulograma

Os exames de triagem da hemostasia como o tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa) e tempo de protrombina (TP) sdo exames que avaliam tradicionalmente a via intrinseca,
e extrinseca, respectivamente, e ambos avaliam a via comum no modelo de cascata da coagulacéo
(Kaneko, 2008). Contudo, estes testes, ndo demonstram a complexidade dos fendémenos
hemostaticos in vivo. Mas ressalta-se que ndo ha um teste que avalie totalmente todas as fases
envolvidas na hemostasia, devido a grande complexidade e envolvimento de muitas proteinas,
células, ions, plaquetas entre outras moléculas envolvidas no sistema. O TP e TTPa também néo
demonstram com fidedignidade as fases de amplificacdo e propagacdo da hemostasia, onde
ocorre maior geracdo de trombina durante a coagulagdo (Mann et al., 2003; Wolberg, 2007).
Ainda que os testes de TP e TTPa ndo demonstrem o que ocorre totalmente in vivo na hemostasia,
esses devem continuar sendo realizados como testes de triagem da hemostasia, sobretudo para 0s
disturbios de hipocoagulabilidade.

Conforme demonstrado na figura 12A e B ndo houve alteragéo significativa (p>0,05) dos
valores de TPPa e TP entre grupos e tempos. Todavia, observa-se que o maior valor médio de
TTPa ocorreu no GIl no 15° dia, além do maior desvio-padrdo, ficando acima do valor de
normalidade (15,7-42,7 segundos) segundo Feldmann et al. (2000). O prolongamento do tempo
de coagulacdo é relatado como distdrbio da hemostasia decorrente da acdo do veneno de
Loxosceles (Bascur et al., 1982). Tavares (2004) e Martins (2014) trabalhando com
envenenamento loxoscélico também n&o observaram diferencas significativas entre os grupos
experimentais, inferindo-se que ndo houve ativacdo generalizada da cascata de coagulacéo,
embora, ndo sendo descartado que, alguns fatores de coagulagdo envolvidos possam ter sido

esgotados durante o periodo inicial do envenenamento.
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Feitosa et al. (1998) relataram a presenca de metaloproteases no veneno de L. intermedia, capazes
de degradar fibrinonectina e fibrinogénio (Loxolisina A) e gelatina (Loxolisina B) e postularam
a acdo da metaloprotease com atividade fibrinogenolitica no processo de coagulacdo
intravascular disseminada (causado pelo veneno loxoscélico), por meio da clivagem parcial do
fibrinogénio e consequente formacdo de fibrina.

Veiga et al. (2000) detectaram duas serinoproteases no veneno L. intermedia capazes de
hidrolisar a gelatina, colocando como premissa que essas serinoproteases poderiam
complementar a acdo de outras proteases presentes no veneno.

Em relacdo ao TP, da mesma forma, o grupo que apresentou maior valor médio foi o GlI (veneno
+ NaCl 0,9%) conforme demonstrado pela figura 12B no nono e 15° dia, sinalizando consumo

prolongado de fatores da cascata de coagulagéo.
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TPPa foi analisada pelo teste de Tukey e TP pelo teste de Kruskall-Wallis para comparac¢éo dos grupos dentro de
cada tempo.
Valores de referéncia segundo Feldmann et al. (2000): TPPa -15,7-42,7 segundos; TP - 4,07-9,67 segundos.

Figura 12 - Valores médios + desvio padrdo de TPPa e TP (segundo) de coelhos tratados com
secretoma (Gl) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GlI), com
secretoma por via intradérmica (GlI) e endovenosa (G1V), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou
tratamento) e no terceiro, nono e 15° dia apds desafio e tratamentos.

5.5 Biogquimica sérica

A creatina quinase (CK) é uma enzima que apresenta grande variagdo e, 0 manejo dos
animais (decubito prolongado para coleta de sangue e a aplicacdo de injegcBes parenterais) é
suficiente para seu aumento, conforme visto em todos os animais no tempo zero (Figura 13).
Somente no terceito dia apos injecdo do veneno e nos grupos tratados com secretoma (Gl e
GIV) é que se observou um aumento significativo (p<0,05), evidenciando que esse tratamento
contribuiu com a liberacdo dessa enzima da musculatura esquelética. De forma contraria,

Sanchez-Castro et al., (2021) verificaram diminuicdo da atividade da CK ap0s injecdo da
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serpente Bothrops atrox em animais tratados com secretoma, sinalizando que esse tratamento
favoreceu uma resposta regenerativa bem-sucedida com reducdo da mionecrose no
envenenamento botropico.

No estudo realizado por Martins (2014), também foi verificado um aumento significativo
de CK no terceiro dia ap0s injecdo de veneno de L. laeta em coelhos, e uma reducéo significativa
no sexto e 12° dia ap6s o envenenamento. O aumento dessa enzima visto no terceiro dia apds a
injecdo do veneno sinaliza a¢do constante do veneno (dano muscular continuo), ja que essa
enzima possui curta meia-vida plasmatica (aproximadamente, 2 horas) com pico de atividade
entre 6 a 12 horas apos a lesdo muscular (Thrall et al., 2012). O aumento na atividade de CK
visto nos resultados deste trabalho, sinalizam que essa deve acompanhada na monitorazagao

desse envenenamento (Kaneko et al., 2008; Thrall et al., 2012).
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Valores de referéncia de CK, segundo Kaneko et al., (2008): <544 U/L

Figura 13 - Valores médios * desvio padrdo da concentragdo creatinaquinase sérica (U/L) de
coelhos tratados com secretoma (Gl) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com
NaCl 0,9% (GlI), secretoma via intradérmica (GIl) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de
qualquer desafio ou tratamento) e no terceiro, nono e 15° dia apés desafio e tratamentos.

Apesar de a dosagem de lactato desidrogenase (LDH) ser considerada como um
parametro pouco especifico, visto que é uma enzima intracelular e sua liberagdo na circulagéo
pode ser influenciada desde um ligeiro dano celular e perda de citoplasma, até necrose celular
severa, 0 que gera diversos graus de elevacdo da atividade enzimética (Atalan et al., 2019), a

LDH pode fazer parte do painel de marcador de danos hepaticos e musculares.
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Em relacdo aos valores de LDH, houve um aumento significativo da sua concentracao
(P<0,05) nos grupos Glll e GIV (veneno + secretoma ID e EV, respectivamente), em relacdo aos
animais do GII (veneno + NaCl 0,9%) ou apenas o secretoma (Gl). Salienta-se que a LDH se
comportou de forma semelhante a CK, inclusive no tempo zero, ficando acima dos parametros
de referéncia para a espécie leporina (Carpenter et al., 2012), possivelmente, pelos mesmos

motivos relatados anteriormente (Figura 14).
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* P <0,05: Teste de Tukey.
Valores de referéncia segundo Carpenter et al., (2012): 34-129(U/L).

Figura 14 - Valores médios + desvio padrdode LDH (U/L) de coelhos tratados com secretoma
(GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), secretoma via
intradérmica (GlII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e no
terceiro, nono e 15° dia ap6s desafio e tratamentos.

Trocino et al., (2018), relataram que o estresse agudo pode elevar os niveis de LDH em
coelhos. Isso ocorre porque 0 metabolismo anaerébico comeca a produzir lactato causando um
aumento no nivel de glicose no sangue. Nessa situacdo, o figado produz glicose mais que o
normal e os valores de LDH aumentam (Atalan et al., 2019).

Para a injecdo do veneno e do secretoma, ndo foram utilizados métodos de contengéo
quimica, sendo realizada apenas a contencdo fisica. Porém, foi notavel o estresse dos animais
durante o processo de contencdo para a injecdo das substancias, podendo ter acarretado aumento
dos niveis do LDH.

No presente estudo, ndo foram observadas alteragdes significativas (p>0,05) nos valores
das atividades das enzimas AST e ALT (Figura 15), que significa auséncia de inducéo das
mesmas, ja que todos 0s animais apresentaram valores dentro dos limites de normalidade para a

espeécie leporina. O aumento dessas enzimas ocorre em apenas 9% dos pacientes humanos com
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loxoscelismo, e geralmente esta relacionada a hemolise massiva (Malaque et al., 2011). A
auséncia de alteracdo nos valores de AST nesse experimento pode ser explicada pela auséncia de
alterac6es hemoliticas, como relatado anteriormente.

Pauli et al., (2009) e Martins (2014), também ndo observaram aumento de AST e ALT
apos a injecao L. intermedia e L. laeta em coelhos. Entretanto, Tavares et al. (2004), encontraram
aumento no nivel de transaminases 24 horas ap6s 0 envenenamento por veneno de L. gaucho,
sinalizando uma possivel diferenca na composicao desse veneno.

Clinicamente, niveis plasmaticos de AST e ALT sdo considerados indicadores
importantes de lesdes hepaticas celulares, pois essas enzimas sdo bastante ativas no figado
(Kaneko et al., 2008). Essas enzimas podem ser facilmente detectadas em quantidades muito
pequenas e a liberacdo dessas pode ser causada tanto pela lise celular quanto pelo aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica (De Oliveira et al., 2008; Polli, 2020).

Existem relatos dos efeitos farmacologicos do secretoma incluindo propriedades
antiinflamatdrias, imunomoduladoras, regenerativas, pré-angiogénicas e antifibréticas. Bari et
al., (2020) demostraram que o secretoma pode ser um bom regulador do aumento dos niveis
plasmaticos de AST e ALT em pacientes em estado critico que foram acometidos pelo novo
coronavirus SARS-CoV-2, responsavel pela infeccdo por COVID-19. Isso mostra, que o
secretoma pode regular as enzimas AST e ALT de diferentes maneiras, fornecendo beneficios

para diversas doencas que podem alterar sua concentragéo.
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Os dados foram analisados pelo teste de Tukey.
Valores de referéncia: ALT - 14-80U/L e, AST - 14-113 U/L segundo Carpenter (2012).

Figura 15 - Valores médios * desvio padrdo da concentracdo de alanina aminotransferase (ALT)
(A) e aspartato aminotransferase (AST) (B) (U/L) de coelhos tratados com secretoma (Gl) e, desafiados
com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GIl), com secretoma por via
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intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e no
terceiro, nono e 15° dia apos desafio e tratamentos.

Em relacdo ao proteinograma, os valores de proteina total, albumina e globulinas
permaneceram dentro dos padrdes fisiol6gicos para a espécie leporina (Figura 16), exceto no
tempo zero, o grupo desafiado com veneno e tratado com NaCl 0,9% (GII) que apresentou
discretissima hipoproteinemia (4,2 mg/dL). Contudo, esse achado ndo demonstra importancia
clinica. Os demais valores observados estdo de acordo com Ozkan et al. (2012), que relataram
que o intervalo de proteina total em coelhos adultos varia entre 4,5 a 12,2 mg/dL e, Martins
(2014), que demonstrou uma varia¢do de 4,5 a 5,33 mg/dL em coelhos higidos. No estudo
realizado por Tavares et al. (2004), apds injecdo de L. gaucho em coelhos, também néo houve
diferenca na proteina total entre grupos, entretanto foi relatada hipoalbuminemia, 72 horas ap6s
injecéo de veneno.

As proteinas exercem fungdes vitais no organismo, pois participam da manutencdo da
pressdo osmatica e viscosidade sanguinea, fazem a regulacdo do pH sanguineo, transportam
substancias e participam da cascata da coagulacdo sanguinea (Gonzéalez e Scheffer, 2003). A
liberacdo de diversas citocinas na corrente sanguinea ocorre durante o processo inflamatorio
agudo, como a IL 1, IL6, IL8, além de TNFa, sendo o figado responsavel por produzir diversas
substancias reagentes na fase aguda. Pode ocorrer também a reducdo na producdo de outras
proteinas, como a albumina, nomeada de reagente negativo de fase aguda. A reducdo dessa
proteina pode ocorre durante 0s processos envolvendo alteragcbes metabdlicas e fisioldgicas,
baixa sintese pelo figado, subnutricdo, ma absorcdo, caquexia, processo inflamatério agudo,

perdas renais, intestinais e cutaneas (Ritchie et al., 1999).
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Valores de referéncia: Proteina total - 4,5-12,2 mg/dL; albumina - 2,5-5,0 mg/dL e, globulinas - 1,5-3,5 mg/dL,
segundo Ozkan et al. (2012).

Figura 16 - Valores médios + desvio padrdode proteina, albumina e globulina de coelhos tratados
com secretoma (Gl) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (Gll),
secretoma via intradérmica (Gll) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou
tratamento) e no terceiro, nono e 15° dia apds desafio e tratamentos.

Apesar de ter sido observada diferenca significativa dos valores séricos de ureia nos
animais dos GlIl e GIV em todos os tempos estudados, isso ndo possui significado clinico, ja que
todos estdo dentro do limite de normalidade para a espécie leporina de acordo com Carpenter et
al., (2012).

Em relacdo aos parametros creatinina e dimetilarginina simétrica (SDMA) também néo
houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos e tempos de analise (Figura 17),

indicando auséncia de injdria renal aguda.
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Valores de referéncia
Ureia:15-50 mg/dL; creatinina — 5,0-2.6 mg/dL, segundo Carpenter et al., (2012).
SDMA: 0-14pg/dL, segundo IDEXX (2021).

Figura 17 - Valores médios da concentracdo de uréia, creatinina e SDMA de coelhos tratados
com secretoma (Gl) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (Gll),
secretoma via intradérmica (Gll) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou
tratamento) e no terceiro, nono e 15° dia apds desafio e tratamentos.

A ureia e a creatinina sdo moléculas filtradas pelos glomérulos renais (Andreucci et al.,
2017). Qualquer disturbio que cause diminuicdo na perfusdo renal, filtragdo glomerular ou
eliminacdo da urina eleva as concentraces dessas proteinas na corrente sanguinea (Benson e
Paul-Murphy, 1999). Ja foi demonstrado que o veneno da Loxosceles spp. pode atuar diretamente
nos tubulos e glomérulos renais, ocasionando em edema glomerular e nefrose tubular, com
consequente insuficiéncia renal aguda (Chaim et al., 2006). Sabe-se também que, a hemoglobina
plasmética liberada durante a hemolise intravascular noloxoscelismo cutaneo-visceral é uma das
causas de insuficiéncia renal, além da mioglobina liberada durante o processo de rabdomiolise
vista no loxoscelismo humano (Tavares et al.,2004).

A SDMA é um aminodcido que tem sua origem da degradacg&o proteica. Apos a protedlise
é liberada na circulacdo sanguinea e eliminada quase que exclusivamente pelos rins (Hall et al.,
2014). Esse método de analise foi recentemente introduzido com a proposta de diagnosticar
precocemente a doenca renal. Conforme Schwedhelm e Boger (2011), a eliminacéo renal desse
aminoacido € igual ou superior a 90%. Além de sua eliminacéo ser principalmente pela filtracdo

glomerular, a SDMA apresenta vantagem por néo ser influenciada pela massa muscular e por
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ndo sofrer reabsorcdo nos tubulos (Grauer, 2017). Outra das vantagens da SDMA quando
comparado a creatinina, é que esse marcador detecta diminuigdo de funcdo renal inferior a 30%
enquanto a creatinina detecta a partir de 75%. Isso se da devido a forte correlacdo da SDMA com
a taxa de filtracdo glomerular permitindo que a diminuicdo da funcdo renal possa ser

precocemente identificada de modo a acompanhar a progressao da doenca (Nabity et al., 2015).

5.6 Avaliacdo histopatologica

No presente estudo, optou-se pela utilizacdo do termo heterofilo para descrever as células
polimorfonucleares envolvidas na inflamagdo aguda, como recomendado por literaturas de
diagnostico e patologia clinica em coelhos e pequenos mamiferos (Osglebee, 2020; Siegel e
Walton, 2020) e pelos guias didaticos da Joint Pathology Center (JPC) para descricao
histopatologica (JPC, 2019; JPC, 2016). Portanto, apesar de muitos trabalhos utilizarem a
descricdo de dermatite neutrofilica (Ospedal et al., 2002), utilizou-se dermatite heterofilica
(Pereira et al., 2012).

Os achados histopatoldgicos apos coloracdo com hematoxilina-eosina (HE), nos animais
do grupo controle positivo (GlI), que receberam apenas injecdo intradérmica de veneno de L.
intermedia, apresentaram caracteristicas de dermatite e paniculite necrotizante e heterofilica
focalmente extensa acentuada com hemorragia multifocal acentuada, que sdo compativeis com o
esperado em lesBes associadas a Loxosceles (Ospedal et al., 2002; Machado et al., 2009; Pereira
et al., 2012) (Figuras 18 e 19). Foram visualizados também, trombose multifocal, edema
moderado, formacdo de tecido de granulacdo e mineralizacdo distréfica (Figura 19), assim como
relataram Elston et al. (2000) e Ospedal et al. (2002).
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Figura 18: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, apos
coloragdo HE. Nota-se que na epiderme, derme superficial, profunda, se estendendo para hipoderme ha

areas multifocais a coalescentes de necrose, perda tecidual com infiltrado inflamatorio heterofilico

acentuado.
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Figura 19: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, apos
coloragdo HE. Observam-se &reas multifocais de deposicdo de material basofilico vitreo, evidenciado a

mineralizag&o distrdfica na avalicdo final.

Os animais do grupo G, que receberam somente injecdo intradérmica de secretoma, nao
apresentaram alteracdes histologicas (Figura 20). Os resultados apontam que o secretoma nédo
provoca danos aos tecidos, assim como visualizado macroscopicamente a auséncia de leses

dermatologicas durante o estudo.
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Figura 20: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, apos

coloragdo HE. Visualiza-se pele normal, sem alteracfes histolégicas nas camadas da pele.

Os animais do grupo GllI, tratados com secretoma intradérmico em pontos equidistantes
a injecdo do veneno, apresentaram lesbes histoldgicas similares ao grupo controle tratado com
NaCl 0,9% (G1). A principal causa de lesGes dermonecréticas observadas no loxoscelismo é a
invasdo heterofilica tecidual intensa (Figuras 21 e 22) (Smith e Micks, 1970; Silva et al., 2004).
Isso pode ser comprovado em todos os grupos deste estudo, exceto pelo GI. Foram descritos
também no grupo GlII, nimerosos vasos acentuadamente dilatados com lumen preenchido por
hemécias (hiperemia acentuada), afastamento das fibras de colageno com acimulo de material
amorfo eosinofilico (edema) e areas multifocais a coalescentes com inimeras hemacias
extravasadas (hemorragia acentuada), achados também observados por Elston et al. (2000) e
Ospedal et al. (2002).
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Figura 21: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, apos

coloragdo HE. Visualiza-se intenso infiltrado inflamatdrio heterofilico e necrose.

Figura 22: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, apo6s

coloragdo HE. Visualiza-se em maior aumento, o intenso infiltrado inflamatorio heterofilico e necrose.
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Os achados histopatologicos relacionados ao grupo GIV foram similares aos grupos GllI
e GlIl. Observaram-se, dermatite e paniculite necrotizante e heterofilica focalmente extensa
acentuada com hemorragia multifocal acentuada, trombose multifocal, mineralizac&o distrofica,
edema moderado e formacdo de tecido de granulacdo. Nestes animais, em apenas um foi
verificada necrose em epiderme, enquanto todos 0s outros animais observou-se necrose a partir
da derme profunda. Os animais de GIV apresentaram lesGes menos evidentes
macroscopicamente, sendo que apenas um desenvolveu escara dermonecrdtica, entretanto, foram
vistas infiltracbes heterofilicas intensas em todos os animais. Isso pode ser explicado pelo efeito
imunomodulador presente em CTMs, que atenuam a inflamacéo e reprogramam o sistema imune
local, possibilitando a reparacéo tecidual e inibindo a formacao de tecido fibrético exuberante
(Nauta e Fibbe, 2007; Jackson et al., 2012). E realizada uma correlagio com CTMs, pois 0
secretoma foi classificado por Gnecchiet al. (2005), como moléculas tréficas liberadas por CTMs
gue mediam seus efeitos terapéuticos e reparos teciduais (Teixeira et al., 2013). Um estudo piloto
realizado por Sanchez-Castro et al., (2021), mostram em seus resultados preliminares um
potencial efeito benéfico do secretoma de CTMSs sobre a mionecrose e hemorragia causado pelo
veneno botropico, indicando que o secretoma pode reduzir a extensao da mionecrose aguda e na
extensdo do dano muscular agudo, favorecendo uma resposta regenerativa bem-sucedida.

Todos os animais do grupo GIV apresentaram formacdo de tecido de granulacéo,
composto por vasos pequenos e tortuosos perpendiculares a epiderme (angiogénese) e
proliferacdo de fibroblastos com formacdo colagénica paralela a superficie epidérmica
(fibroplasia). Dentre os grupos estudados, o GIV foi o Unico em que todos 0s animais
apresentaram tecido de granulacdo, angiogenese e fibroplasia na histopatologia (Figura 23 e 24).
A fibroplasia é considerada o marco principal do processo de cicatrizacdo, sendo um evento
marcado pela migragdo de fibroplastos na ferida em decorréncia da liberagdo de mediadores
quimicos produzidos principalmente por macréfagos, tais como, fator de crescimento
transformante-alfa (TGF-a). Tais grupos celulares sdo os principais componentes do tecido de
granulacdo e tem como funcdo fundamental a producdo de colageno que formarad o tecido
conjuntivo, substituindo a matriz extracelular provisoria por um tecido mais forte e elastico,
aumentando a resisténcia tecidual (Hatanaka e Curi, 2007). Hartlapp et al. (2001) afirmaram que
a neovascularizacdo possibilita a formacdo de condigdes essenciais para que 0S Processos
metabolicamente ativos evoluam em sua plenitude. O tecido lesionado € preenchido entdo por
um tecido hiperplasico, o tecido de granulacéo, que é composto principalmente por macréfagos,

fibroplastos e vasos neoformadosque estdo suportados por uma matriz frouxa de fibronectina,
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acido hialurénico e colagenos tipos | e 1, como visto por Breitbart et al. (2001) e Sahotaet al.
(2004).

Figura 23: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, apos
coloracdo HE. Visualiza-se fibras colagenas, caracterizando o tecido de granulagéo.
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Figura 24: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, ap6s
coloracdo HE. Notam-se tecido de granulacao, infiltrado inflamatorio heteréfilico e angiogénese.

Sugere-se que o protocolo terapéutico instituido de secretoma por via intravenosa,
proporcionou redugéo da inflamag&o aguda devido a ndo formacéo de escara necrotica em metade
dos animais, bem como promoveu a ativagdo fibroblastica, desenvolvimento precoce de tecido
conjuntivo, neovascularizagdo e  reepitelizagdo  tecidual, conferindo alternativa
comprovadamente eficaz em relacdo ao processo de cicatrizagéo.

Salienta-se que é a primeira vez que se utiliza o secretoma das CTMs como tratamento
da les@o dermonecroética do loxoscelismo cutaneo. Estudos posteriores, especialmente em relacdo
as concentracdes e tempos devam ser realizados para o tratamento de feridas advindas do veneno

de Loxosceles.
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6. CONCLUSOES

A dose utilizada neste trabalho de 10ug de veneno de L. intermedia foi capaz de induzir
dermonecrose. As lesGes dermonecroticas apresentaram-se muito semelhantes as observadas em
acidentes naturais que ocorrem em humanos e em pequenos animais.

Os resultados hematoldgicos e bioguimicos ndo demonstraram alteracdes compativeis
com o loxoscelismo sistémico, embora algumas variacdes tenham ocorrido nos tratamentos que
utilizaram o veneno em conjunto com o secretoma.

O tratamento com secretoma ndo evitou a formacdo de edema e eritema no ponto de
inoculacdo de veneno L. intermedia, todavia somente um animal apresentou necrose.

Microscopicamente, os animais desafiados com veneno de L. intermedia e tratados com
secretoma via endovenenosa apresentaram ativagdo fibroblastica, desenvolvimento precoce de
tecido conjuntivo, neovascularizacao e reepitelizacédo tecidual, conferindo melhoria significativa

no processo de cicatrizacdo de feridas dermonecroticas.
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