UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
Colegiado dos Cursos de Pos-graduacao

TRATAMENTO DA LESAO DERMONECROTICA INDUZIDA
PELO VENENO DE LOXOSCELES LAETA COM DAPSONA E
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

GUILHERME DE CARO MARTINS

BELO HORIZONTE - MG
Escola de Veterinaria - UFMG
2014



GUILHERME DE CARO MARTINS

TRATAMENTO DA LESAO DERMONECROTICA INDUZIDA PELO
VENENO DE LOXOSCELES LAETA COM DAPSONA E CELULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS

Dissertacdo que foi apresentada a
Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito parcial para a obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncia Animal
Area: Medicina e Cirurgia Veterinaria

Orientadora; Profa. Dra. Marilia Martins Melo

BELO HORIZONTE — MG
Escola de Veterinaria - UFMG
2014



A minha familia sempre presente

A0s meus amigos e a todos que me apoiaram, contribuiram e “escreveram” comigo essa
dissertacéo.....

...... dedico



LISTA DE ABREVIACOES

AST- aspartato aminotransferase

CHGM- concentracdo de hemoglobina globular média
CK- creatinaquinase

CK-MB- creatinaquinase fracdo MB

CN- controle negativo

CP- controle positivo

CTGF-fator de crescimento do tecido conjuntivo
CTMs- células-tronco mesenguimais

DMEM- Dulbeco’s Modified Eagle Medium

EDTA- acido etilenoaminotetracético

EGF- fator de crescimento epidermal

EV-UFMG- Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais
FGF- fator de crescimento fibroblastico

HE- hematoxilina-Eosina

HGM- hemoglobina globular média

IDO- indoleamine 2,3-dyoxygenase

IGF-1- fator de crescimento semelhante a insulina-1
IL-1- interleucina-1

IL-2- interleucina-2

IL-4- interleucina-4

IL-6- interleucina-6

IL-8- interleucina-8

INF-a- interferon- a

KGF- fator de crescimento de queratindcito
LAMACA- Laboratorio de Metabolismo e Calorimetria Animal
LDH- lactato desidrogenase

MCP-1- proteinas quimioatraentes de macrofagos-1
MEP- matriz extracelular provisoria

MMP- metaloproteinases da matriz

MTT- tetrametiltiazolio



PAF- fator ativador de plaquetas

PBS- tampéo fosfato-salino

PDGF- fator de crescimento derivado de plaquetas
SDS- dodecil sulfato de sddio

SFB- soro fetal bovino

SITC- Sociedade Internacional para Terapia Celular
SMASE-D- esfingomielinase D

TGF-B1- fator de crescimento transformador - 1
TGF-B2- fator de crescimento transformador- 2
TIMP- fator inibidor tecidual das metaloproteinases da matriz
TNF- o- fator de necrose tumoral- o

TP- tempo de protrombina

TTPa- tempo de tromboplastina parcialmente ativada
VEGF-A- fator de crescimento endotelial vascular
VVGM- volume Globular Médio



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUCAO

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Loxosceles

2.1.1. Aspectos biol6gicos

2.1.2. Caracterizagdo do veneno
2.1.3. Sinais clinicos

2.1.3.1. Sinais cutaneos

2.1.3.2. Sinais sistémicos

2.1.3.3. Alterac0es histopatoldgicas

2.2. CICATRIZAGAO DE FERIDAS

2.2.1. Fase de hemostasia

2.2.2. Fase inflamatéria e desbridamento

2.2.3. Fase proliferativa

2.2.4. Fase de maturacdo e remodelamento
2.3. TERAPIAS FARMACOLOGICAS PARA O TRATAMENTO DO LOXOSCELISMO

2.3.1. Dapsona

2.4. TERAPIA CELULAR

3. MATERIAL E METODOS
3.1. SELECAO DOS ANIMAIS
3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS
3.3. INOCULACAO DO VENENO
3.4. TRATAMENTO

3.5. EXTRACAO E CULTIVO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

3.5.1. Tripsinizagdo das células-tronco mesenquimais

3.5.2. Ensaios de viabilidade celular

3.5.3. Ensaios de diferenciagdo in vitro das CTMs

3.6. COLETAS DE SANGUE E ANALISE LABORATORIAIS

3.6.1. Avaliacdo hematolodgica

3.6.2. Coagulograma

14
15
16
17
17
17
19
21
21
22
24
25
26
27
28
29
29
31
32
35
35
36
37
38
38
39
39
40
42
42
42



3.6.3. Avaliacdo bioguimica

3.7. AVALIACAO DA AREA DAS FERIDAS

3.8. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DAS LESOES

3.8.1. Avaliacdo da morfologia tecidual por hematoxicilina-eosina

3.8.2. Avaliacdo da fibrose pela coloragdo com tricrébmico de Massom
3.8.3. Diferenciacdo de fibras colagenas pela coloragdo com Picro-sirius Red
3.8.4. Avaliacdo da calcificacdo tecidual por von Kossa

3.9. ANALISE ESTATISTICA

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecéo dos animais e dose de veneno inoculado

4.2. Transplante das células-tronco mesenquimais obtidas do tecido adiposo
4.3. Avaliacdo hematologica

4.4. Coagulograma

4.5. Avaliacéo bioquimica

4.6. Avaliacdo das feridas

4.6.1. Avaliacdo morfométrica e obtencéo do percentual de contragdo das feridas
4.7. Avaliacdo histopatoldgica das lesdes

4.7.1. Avaliagdo das fibras colagenas

5. CONCLUSOES

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO 1 - CERTIFICADO CEUA

43
43
43
44
44
44
45
45
46
46
46
47
51
52
59
60
63
65
68
69
78




LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Sequéncia de procedimentos realizados na regido interescapular de
todos os coelhos da ragca Nova Zelandia para aplicagédo do veneno de
Loxosceles laeta. A) Foto demonstrando o momento imediatamente
posterior a tricotomia da regido interescapular; B) Antissepsia com
clorexidine 0,5%, imediatamente antes da aplicagdo do veneno; C)
Aplicagéo de 0,2 ml de uma solucdo contendo 20 pg de veneno de
L.laeta com seringa de insulina (100u.i) por via intradérmica; D)
Aspecto da pele logo apds a injecdo do veneno (seta), em que se
nota a formacdo de uma vesicula temporéaria, confirmando a

aplicacdo intradérmica do veneno.

Retirada de tecido adiposo da regido interescapular em coelhos
Nova Zelandia para posterior isolamento das células-tronco
mesenquimais. A) Exposicao do tecido adiposo ap6s incisdo de pele.
B) Retirada do tecido adiposo para posterior isolamento das células-

tronco mesenquimais.

Fotomicrografias de culturas de células-tronco mesenquimais
(CTMs) obtidas de tecido adiposo de coelhos Nova Zelandia
indiferenciadas e submetidas a diferenciacdo induzida in vitro. A)
CTMs indiferenciadas cultivadas de forma usual e utilizadas como
controle dos ensaios de diferenciacdo (400X). B) CTMs cultivadas
em meio adequado para inducdo de diferenciacdo adipogénica apos
coloracdo com Oil Red (400X). Observam-se as goticulas de
gordura coradas em vermelho. C) CTMs cultivadas em meio
adequado para indugéo de diferenciacéo osteogénica apés coloragao
com von Kossa (400X). Observa-se matriz mineralizada com

coloragéo amarronzada.

Tracado eletroforetico das proteinas plasmaticas dos coelhos em que



Figura 5

Figura 6

Figura7

Figura 8

observam-se seis bandas distintas: a) albumina, b) alfa-globulinas 1,
c) alfa-globulinas 2, d) beta-globulinas 1, e) beta-globulinas 2, f)
gama globulinas.

Evolucdo da ferida dermonecrotica de coelhos Nova Zelandia apos
inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta. A) Ferida com halo
hemorréagico evidente quatro horas apds a inoculagéo de veneno. B)
Ferida dermonecrotica apresentando area central de necrose azulada,
48 horas apos a inoculacdo do veneno. C) Ferida dermonecrotica
com uma crosta bem definida, quatro dias apds a inoculacdo do
veneno. D) Ferida dermonecrética no dltimo dia de avaliacéo,

observa-se que a crosta esta pouco aderida a pele.

Gréfico de linhas demonstrando a porcentagem de contracdo das
feridas dermonecrdticas em coelhos de acordo com o tratamento
instituido até o 12° dia apds inoculacdo de 20ug de veneno de
Loxosceles laeta. CN= inoculacdo de agua ultrapura, CP=
inoculagdo do veneno e tratamento com PBS, DAP= inoculagdo do
veneno e tratamento com dapsona, CTMs= inoculacdo do veneno e
tratamento com células-tronco mesenquimais, DAP+ CTMs=
inoculacdo do veneno e tratamento com dapsona+ células-tronco

mesenquimais.

Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de L.
laeta apoOs coloracdo especial com von Kossa (100x). Notam-se
maltiplos nédulos enegrecidos delimitados na derme de coelhos,

evidenciando calcificacéo tecidual.

Fotomicroscopia de pele de coelhos Nova Zeléndia apds inoculagéo
de veneno de L. laeta e tratamento com a associacdo de células-
tronco e dapsona, corada por hematoxicilina e eosina (400x).
Observa-se discreto infiltrado inflamatorio polimorfonuclear (seta) e

discreta hiperqueratose ortoceratotica (canto superior direito).



Figura 9

Figura 10

Figura 11

Fotomicroscopia da pele de coelhos em que foram aplicados 20ug
do veneno e tratados com PBS, apds coloragdo com hematoxicilina
e eosina (400x). A) Presenca de crosta fibrinonecroética (canto
direito) e descontinuidade da epiderme. B) Presenca de intenso

infiltrado inflamatorio neutrofilico (setas).

Identificacdo das fibras colagénicas em coelhos Nova Zelandia pela
coloracéo tricrémico de Massom. A) Animal inoculado com veneno
de L. laeta e tratado com PBS (CP), em que se observam feixes
corados em azul que representam colageno (20x). B) Animal
inoculado com veneno de L.laeta e tratado com associacdo de
dapsona e células-tronco mesenquimais (DAP+CTMs), em que se
observam feixes de colageno mais organizados e em maior
quantidade (200x).

Identificacao das fibras colagenas tipo | (vermelha) e tipo 111 (verde)
pela técnica de Picro-sirius Red na pele de coelhos, 12 dias ap6s
inoculacdo experimental com veneno de Loxosceles laeta. A)
Animal do grupo controle positivo, em que se nota predominio
absoluto de fibras coldgenas marcadas em vermelho, que
representam as fibras colagenas maduras, do tipo | (aumento de
400X). B) Animal do grupo tratado com a associacdo de dapsona e
células-tronco mesenquimais, em que se observa uma organizagéo
maior das fibras colagenas e presenca de fibras colagenas imaturas,
do tipo I, marcadas por uma coloragdo esverdeada (aumento de
400X).

10



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1

Quadro 2

Quadro 3

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Identificacdo das aranhas pertencentes ao género Loxosceles

(aranha marrom) no Brasil, até Janeiro de 2013.

Principais grupos celulares e mediadores liberados durante a

cicatrizacdo tecidual.

Distribuicdo dos animais nos diferentes grupos e protocolos de

tratamento apds inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta.

Valores médios do ndmero de eritrocitos (X10°%ul) de coelhos
inoculados com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap6s a
inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP),
dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacéo de
Dap e CTMs.

Valores médios do volume globular (%) de coelhos inoculados com
agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap0s a inoculagdo do
veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP), dapsona (Dap),

células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacdo de Dap e CTMs.

Valores médios da concentracdo de hemoglobina (g/dL) de coelhos
inoculados com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e apds a
inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP),
dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacéo de
Dap e CTMs.

Valores médios do numero de leucécitos totais (ul) de coelhos
inoculados com &gua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e apds a
inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP),
dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacao de
Dap e CTMs.

Valores médios do nimero de neutréfilos, linfocitos e monécitos ()
de coelhos inoculados com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e

apos a inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS

11



Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

(CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs) e

associagéo de Dap e CTMs.

Valores médios do nimero de plaquetas (X 10%pl) de coelhos
inoculados com &gua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e apds a
inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP),
dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacao de
Dap e CTMs.

Valores médios do tempo de protrombina (segundos) de coelhos
inoculados com &gua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap6s a
inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP),
dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacao de
Dap e CTMs.

Valores médios do tempo de tempo de tromboplastina parcialmente
ativada (segundos) de coelhos inoculados com agua ultrapura (CN) e
de coelhos, antes e apds a inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta,
tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais
(CTMs) e associacdo de Dap e CTMs.

Valores médios da concentracdo de ureia sérica (mg/dl) de coelhos
inoculados com &gua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap6s a
inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP),
dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacéo de
Dap e CTMs.

Valores médios da concentragdo de creatinina sérica (mg/dl) de
coelhos inoculados com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e
apos a inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS
(CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs) e

associagédo de Dap e CTMs.

Valores médios da concentracdo de creatina quinase sérica e sua
fracdo MB (U/L) de coelhos inoculados com &gua ultrapura (CN) e

de coelhos, antes e ap0ds a inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta,

12



Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais
(CTMs) e associacdo de Dap e CTMs.

Valores médios da concentracdo de aspartato aminotransferase (U/L)
de coelhos inoculados com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e
apos a inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS
(CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs) e

associacdo de Dap e CTMs.

Valores médios de proteina total, albumina, alfa globulinas (1 e 2),
beta globulinas (1 e 2) e gama globulinas de coelhos inoculados com
agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap0s a inoculagdo do
veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP), dapsona (Dap),

celulas-tronco mesenquimais (CTMs) e associagdo de Dap e CTMs.

Valores médios percentuais de contracdo de feridas cuténeas de
coelhos ap6s a inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta tratados
com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs)
e associacdo de dapsona com células-tronco mesenquimais
(Dap+CTMs).

Médias das areas ocupadas em pixels por colageno em coelhos
Nova Zelandia de acordo com os diferentes tipos de
tratamentos instituidos apds coloracdo com tricrdmico de
Massom em amostras coletadas 12 dias apds a inoculacdo do

veneno de Loxosceles laeta.

Médias de areas ocupadas em pixels por colageno maduro (tipo
I) e imaturo (tipo I11) em coelhos Nova Zelandia de acordo com
os diferentes tipos de tratamentos instituidos em amostras
coletadas 12 dias ap6s a inoculagcdo do veneno de Loxosceles

laeta.

13



RESUMO

Obijetivou-se avaliar os efeitos das células-tronco mesenquimais, isoladas e associadas a
dapsona em feridas dermonecréticas em coelhos submetidos a inoculagdo de 20 pg de
veneno de Loxosceles laeta. Foram utilizados 25 coelhos machos, adultos, Nova
Zelandia, com peso médio de 1,0 kg, distribuidos em cinco grupos de cinco animais. A
excecdo do grupo controle negativo (CN), que foi submetido apenas a aplicacdo de agua
ultrapura, todos os outros grupos foram submetidos a aplicacdo de 20 pg de veneno de
Loxosceles laeta na regido interescapular e tratados 4 horas ap6s a inoculacdo do
veneno, da seguinte forma: grupo controle positivo (veneno + PBS); grupo DAP
(veneno + 2 mg/kg de dapsona); grupo CTMs (veneno + células-tronco mesenquimais)
e grupo DAP + CTMs (veneno + dapsona e celulas-tronco mesenquimais). Os animais
foram avaliados diariamente e realizados registros fotograficos em altura pré-definida
de 50 cm para posterior andlise da evolucdo da area da ferida por morfometria.
Amostras de sangue foram coletadas imediatamente antes da aplicacdo do veneno e 3, 6,
9 e 12 dias apds, para avaliacdo e monitoracdo de parametros hematoldgicos e
bioquimicos, incluindo proteinograma. Apo6s 12 dias os animais foram eutanasiados e
amostras de pele de (5 cm x 6 cm) ao redor da lesdo foram retiradas e fixadas em
paraformol para posterior andlise histolégica. No hemograma, houve leucocitose e
discreta anemia (p< 0,05), trés dias ap6s a inoculacdo do veneno, nos grupos que
receberam veneno, exceto no grupo DAP+CTMs em que a leucocitose ndo foi
observada. No perfil proteico, observou-se aumento significativo de alfa-2 globulina
(p< 0,05), 3 h apds a inoculacdo do veneno, exceto no grupo que recebeu dapsona. Apos
a avaliacdo da taxa de contracdo das feridas, observou-se que as CTMs isoladas e
associadas com dapsona, proporcionaram recuperacdo tecidual mais rapida, quando
comparada aos outros tipos de tratamento. Em relacdo a histopatologia foi observado
que os animais do grupo CP apresentaram extensas areas de necrose, Ulceras, intenso
infiltrado neutrofilico e mineralizacdo. Os animais tratados com dapsona, CTMs e
associacdo entre as terapias apresentaram lesdes menos significativas com areas de
mineralizacdo e angiogénese. Além disso, observou-se maior deposicdo colagénica,
principalmente devido ao coldgeno do tipo Ill, no grupo DAP+CTMs, quando
comparadas com o CN (p< 0,05). Conclui-se que a terapia com CTMs, principalmente
qguando associadas com a dapsona, devem ser consideradas como terapia futura para o
loxoscelismo cutaneo.

Palavras-chave: araneismo, feridas dermonecroticas, terapia regenerativa
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of mesenchymal stem cells (MSC), isolated and
associated with dapsone in dermonecrotics wounds in rabbits inoculated with 20ug of
Loxosceles laeta venom. 25 male adult rabbits, New Zealand, with an average weight of
1.0 kg were divided into five groups (n = 5). Except for the placebo group (PG), in
which was only inoculated ultrapure water, in all other groups were applicated 20ug of
Loxosceles laeta venom in the interscapular region and treated four hours after with:
phosphate buffer saline (PBS); dapsona (2mg/kg); MSCs (1,25X10° and association of
dapsona and MSCs. The animals were evaluated daily and photographic records made
at pre-set 50 cm for further analysis of the evolution of the wound area by
morphometry. Blood samples were collected immediately before the application of
poison and 3, 6, 9 and 12 days for evaluation and monitoring of hematological and
biochemical parameters, including protein concentrations. After 12 days the animals
were euthanized and skin samples (5cmx6cm) around the lesion were removed and
fixed in paraformol for subsequent histological analysis. In Blood cell count, mild
anemia and leukocytosis was observed (p< 0.05) three days after inoculation of the
poison, except in the group which we associated dapsona e MSC where leukocytosis
was not observed. In protein profile, there was a significant increase in alpha- 2 globulin
(p< 0.05), 3 hours after venom inoculation, except in the group receiving dapsone. After
evaluating the rate of wound contraction, we observed that MSC isolated or in
association with dapsone, showed faster tissue repair when compared to other types of
treatment. Histologically it was observed that the animals that received PBS showed
extensive areas of necrosis, ulcers, intense neutrophilic infiltrate and mineralization.
Animals treated with dapsone, MSCs and with the association between the therapies had
fewer significant lesions with areas of mineralization and angiogenesis. Moreover, we
observed a higher collagen deposition, mainly due to collagen type Ill, in the group that
received dapsona + MSCs when compared with PG (p < 0.05). We conclude that
therapy with MSCs, particularly when associated with dapsone should be considered as
a future therapy for cutaneous loxoscelism.

Keywords: araneism, dermonecrotic wounds, regenerative therapy
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1. INTRODUCAO

Existem mais de 30 mil espécies de aranhas descritas no mundo, sendo a grande
maioria peconhenta. Dentre as espécies de interesse médico e medico veterinario a
Loxosceles spp € responsavel por 40% dos acidentes humanos no Brasil e apresenta
veneno de elevada toxicidade (Andrade et al., 2000; Malaque et al., 2002). A sindrome
clinica produzida pela picada dessa aranha é denominada de loxoscelismo, e pode
desenvolver-se de duas formas distintas: cutanea, caracterizada por alteragdes clinicas
locais, com uma ferida dermonecrotica de dificil cicatrizacdo, e a forma cutaneo-
visceral, em que sdo observadas alteracdes sistémicas importantes como insuficiéncia
renal aguda e distarbios de coagulacdo sanguinea com risco de Gbito (Sezerino et al.,
1998; Silva et al., 2004; Tambourgi et al., 2010; Malaque et al., 2011).

As alteracBes cutaneas e viscerais observadas ocorrem devido a mdltiplos
fatores, envolvendo dano tecidual direto pelo veneno, injuria vascular secundaria e
liberacdo de enzimas pelos polimorfonucleares (Sezerino et al., 1998, Malaque et al.,
2011). Apesar de o veneno da Loxosceles spp. ser uma mistura complexa de
substancias, sabe-se que a enzima com maior importadncia na dermonecrose é a
fosfolipase D, que interage com a membrana celular desencadeando reagdes envolvendo
o sistema complemento, plaquetas e leucdécitos (Silva et al., 2004, Barbaro et al., 2005).

Ndo ha tratamento especifico com o soro antiloxoscélico, disponivel na
Medicina Veterinaria (Melo et al, 2004; Collacio et al, 2008). O seu uso na medicina
humana é discutivel, dependente do protocolo de cada regido. A terapia é baseada nos
sinais clinicos observados, e, inclui a utilizacdo de dapsona, acido acetilsalicilico,
antibidticos de amplo espectro e corticosterdides (Ministério da saude, 2001; Silva et
al., 2004; Peterson, 2006).

Como a infiltracdo neutrofilica é importante para o desenvolvimento da ferida
dermonecrética no loxoscelismo, a dapsona, que € um importante inibidor leucocitario,
é sugerida como terapia potencial no tratamento (Phillips et al., 1995; Elston et al.,
2005). QOutros farmacos tambeém ja foram sugeridos, porém poucas evidéncias clinicas
tém sido observadas a respeito da sua efetividade no auxilio da reparacdo tecidual
(Phillips et al., 1995; Silva et al., 2004; Elston et al., 2005).
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Portanto, a fim de melhorar a qualidade de vida do paciente, terapias mais
inovadoras devem ser estudadas quanto ao real beneficio na recuperacdo tecidual de
lesbes dermonecrdticas extensas e de dificil cicatrizacdo, como é observado no
loxoscelismo. Sendo assim, a utilizacdo de células-tronco é uma proposta, ja que seu
uso em terapias reparativas e regenerativas esta emergindo na clinica médica e cirurgica
(Fortier, 2005).

As células-tronco podem ter origem embrionaria, fetal ou de tecidos adultos. As
células-tronco mesenquimais (CTMs), oriundas de tecido adulto como medula 6ssea e
tecido adiposo estdo sendo muito utilizadas em ensaios experimentais de regeneracédo
tecidual devido ao potencial de diferenciagdo em diversos tecidos, seu facil isolamento e

expansdo (Minguel et al., 2001; Bertassoli et al., 2013)

Até a presente data, nenhum estudo avaliou a utilizacdo de células-tronco em
feridas dermonecroéticas ocasionadas pelo loxoscelismo. Assim o objetivo desse estudo
foi avaliar os efeitos das células-tronco mesenquimais em feridas dermonecroticas apos
inoculacdo de veneno de Loxosceles laeta, por meio da monitorizacdo da cicatrizacéo
tecidual, do perfil sanguineo e de exames histologicos para avaliacdo de morfologia

tecidual e quantificacdo de fibras colagenas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Loxosceles
2.1.1. Aspectos bioldgicos

As aranhas do género Loxosceles pertencem a familia Sicariidae, composta por
dois géneros e 122 espécies (Platnick, 2013). S&o popularmente conhecidas como
“aranha marrom” por apresentarem coloracdo que varia do marrom claro ao marrom
escuro. VariagOes nessa coloracdo podem auxiliar na identificagdo de algumas espécies
como L. laeta, que possui uma mancha escura no cefalotérax. 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 o macho tem o corpo

menor e patas mais longas que as das fémeas. Algumas caracteristicas especificas
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auxiliam na sua identificacdo, como o formato do cefalotérax semelhante a 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).

Séo aranhas sedentarias, de habito noturno e pouco agressivas, portanto, a
maioria dos acidentes ocorre quando acidentalmente comprimidas contra o corpo
(Malaque et al., 2002).

Na natureza, essas aranhas podem viver por até sete anos e encontram-se sobre
pedras, pilhas de tijolos, madeira, telhados, cascas de arvores, folhas caidas e cavernas
(Gongalves de Andrade et al., 2000; Tambourgi et al., 2010), porém habitam também
locais intradomiciliares como mdveis, porGes e despensas (Machado et al., 2009).
Podem resistir por meses sem agua ou comida e algumas espécies como a L. reclusa,

preferem presas mortas as vivas (Sandidge, 2003).

Encontram-se distribuidas por todo o mundo e sdo identificadas em ambientes
com temperatura entre 8 e 43°C. Os acidentes ocasionados por sua picada ja foram
descritos na América, Europa, Asia, Africa e Oceania (Silva et al., 2004; Silvestre et al.,
2005). No Brasil, até o inicio do ano de 2013, ja foram identificadas 12 espécies
(Quadro 1), sendo pelo menos trés de importancia médica: L. intermedia, L. laeta e L.
gaucho (Gongalves de Andrade et al., 2000; Ministério da saude, 2001; Platnick, 2013).

Quadro 1- Identificacdo das aranhas pertencentes ao género Loxosceles (aranha marrom) no
Brasil, até Janeiro de 2013

Espécies de aranhas do género Loxosceles encontradas no Brasil

Loxosceles adelaida
Loxosceles amazonica
Loxosceles anomala
Loxosceles chapadensis
Loxosceles gaucho
Loxosceles hirsuta
Loxosceles imodesta

Loxosceles intermedia
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Loxosceles laeta
Loxosceles niedeguidonae
Loxosceles puortoi

Loxosceles similis

Fonte: Adaptado de Platnick, 2013

Segundo dados epidemioldgicos do Ministério da Saude, ha um aumento
assustador nos acidentes por aranhas em humanos no Brasil. No ano de 2012 mais de
26.000 acidentes humanos foram notificados. Destes, mais de 90% estdo concentrados
nas regides Sul e Sudeste. E apesar de serem consideradas pouco agressivas, sabe-se
que as Loxosceles estdo envolvidas em cerca de 40% dos acidentes humanos com
aracnideos no Brasil (Goncalves de Andrade et al.,, 2000; Malaque et al., 2002;
Kamimura et al., 2009). Os dados na medicina veterinaria ainda sdo escassos, porém é
observado que o nimero de casos animais vem acompanhando o aumento observado na
medicina humana, principalmente pelo habito intradomiciliar atual da maioria dos

animais de estimacdo (Collacico et al., 2008; Machado et al., 2009).

2.1.2. Caracterizacéo do veneno

O veneno das Loxosceles spp. apresenta numerosas enzimas, e algumas das
proteinas que o compdem tém sido caracterizadas bioguimica e biologicamente quanto a
estrutura e mecanismos de acdo que acarretam os efeitos nocivos em mamiferos
(Moura, 2005). Estudos revelaram presenca de metaloproteases, fosfolipase-D,
hiauloronidase, serino-proteases, além de lipases, esterase, fosfatase alcalina e 5’-
rinobonucleotideo-fosfohidrolase (da Silveira et al., 2002; Silva et al.,2004; Peterson,
2006).

O veneno da aranha L. laeta apresenta um perfil eletroforético bastante similar
ao das espécies L. intermedia e L. gaucho. Esse perfil identifica cerca de 15
componentes, sendo 0s mais importantes as proteinas com massa molecular encontradas
no intervalo de 30-40 kDa, constituidos principalmente pelas dermonecroticas, e as
proteinas com alta massa molecular, no intervalo de 60-95 kDa, do qual fazem parte a
serino-proteases (Barbaro et al.,1996). Dentre as enzimas dermonecroticas, destaca-se a

esfingomielinase D (SMase D), uma enzima que catalisa a hidrolise da esfingomielina,
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resultando na formacdo de ceramida-fosfato e colina capazes de produzir lesdes
dermonecréticas, hemdlise e agregacao plaquetéria (Andrade et al., 2005; Ferrara et al.,
2009). Baseado na identidade sequencial na atividade bioguimica e no modelo
molecular, Murakami et al. (2006) propuseram uma classificacdo das esfingomielinases
D sequenciadas e isoladas, levando-se em consideracdo as particularidades das pontes
dissulfeto. A classe 1, envolve as SMase 1 e a SMase 2 (Ferrara et al., 2009) obtidas da
L. laeta. A classe 2 envolve as SMases D P1 e P2 da L. intermedia, Lrl e Lr2 da L.

reclusa .

Além das enzimas dermonecréticas, outro grupo de destaque sdo as proteases,
consideradas como fatores hemorragicos. Duas metaloproteinases, denominadas de
Loxolisina A e Loxolisina B j& foram identificadas no veneno de L. intermedia. A
primeira apresenta atividade fibrinogenolitica, e a segunda atividade gelatinolitica e
estdo envolvidas nos disturbios hemostaticos observadas no envenenamento por essa
aranha (Feitosa et al., 1998).

A acgédo dessas enzimas sdo potencializadas pela acdo da hiauloronidase que
degrada a matriz extracelular, principalmente por hidrolize do tecido conjuntivo e
degradacéo do acido hialurénico. Sendo assim, facilita a penetracdo desses componentes
do veneno em varios compartimentos celulares e teciduais e contribui para o
espalhamento gravitacional da leséo (Silva et al., 2004; Barbaro et al., 2005; da Silveira
etal., 2007).

2.1.3. Sinais clinicos

A picada da aranha Loxosceles geralmente é indolor e ocasiona uma sindrome
clinica definida como loxoscelismo que pode desenvolver-se de duas formas distintas;
cutanea e cutanea-visceral (Tambourgi et al., 2010; Isbister e Fan, 2011). A
apresentagdo cutanea ocorre em cerca de 80% dos acidentados e, na maior parte das
vezes, é caracterizada por uma lesdo dermonecrotica. J& a cutaneo-visceral ou sistémica,
a forma mais grave, acomete a minoria dos pacientes e pode leva-los ao obito (Malaque
et al., 2002; Silvestre et al., 2005). Ambas apresentam alteracdes clinicas semelhantes
no local da picada (Isbister e White, 2004). Ha diversos fatores que contribuem para a
intensidade dos sinais clinicos ap6s a picada da Loxosceles spp. Os fatores mais

importantes envolvem a espécie da aranha e seu estagio de desenvolvimento, quantidade
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de veneno inoculada, local da inoculacdo, assim como idade e caracteristicas genéticas
da vitima (Sezerino, et al., 1998; Goncalves de Andrade et al., 1999; Barbaro, et al,
2005).

As alteragdes observadas apos o acidente com as “aranhas marrom”, estdo
relacionadas ao dano tecidual direto pelo veneno, injuria vascular secundaria pela
formacgéo de microtrombos e liberagdo de enzimas pelos polimorfonucleares (Sezerino
et al., 1998, Malaque et al., 2011).

2.1.3.1 Sinais cutaneos

Os sinais cutaneos sdo observados na maioria dos casos de loxoscelismo,
variando de pequenas &reas eritematosas a grandes areas de ulceracdo e necrose
(Tambourgi et al., 2010). Se os sinais clinicos de loxoscelismo cutaneo-visceral ndo
forem observados dentro de 24 horas, tem-se o diagndstico de loxoscelismo cutaneo
(Silva et al., 2004).

Nas primeiras horas ap6s o acidente, observam-se no local da picada dor,
provavelmente devido a isquemia, prurido, edema, eritema, e areas de hemorragia que
precedem o local da necrose (Malaque et al., 2002; Silva et al., 2004; Tambourgi et al.,
2010). H& um alastramento gravitacional da lesdo, e evolucdo para uma lesdo
dermonecrética que pode ocorrer até uma semana apos a injdria. Na literatura humana é
descrita como uma lesdo em “placa marmoérea”, por apresentar centro necrotico
circundado por anel isquémico esbranquicado em um fundo eritematoso que ocorre
cerca de 24 horas ap06s a picada (Malague et al., 2002). Essa descri¢do, no entanto, nao é
observada com frequéncia nos animais, ja que dificilmente forma-se o anel
esbranquicado (Sezerino et al.,1998; Silva et al., 2004). A ferida evolui para uma Ulcera
geralmente dolorida e de dificil cicatrizagdo (Isbister e White, 2004; Peterson, 2006).

O veneno da Loxosceles é uma mistura complexa de substancias (Silva et al.,
2004). Destas a enzima com maior importancia na dermonecrose € a fosfolipase D, que
interage com a membrana celular desencadeando reagdes envolvendo o sistema
complemento, plaquetas e leucdcitos (Silva et al., 2004, Barbaro et al., 2005; Isbister e
Fan, 2011). Elston et al. (2000) sugerem que a trombose da microvasculatura, € o
evento inicial para a formacdo da ferida. Por sua vez, a agcdo dos polimorfonucleares tem

importancia fundamental na inflamacdo e necrose observadas, uma vez que a deplecéo
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de seus componentes em cobaias inibiu hemorragia, infiltracdo de leucdcitos e reduziu
acentuadamente o edema no local de inoculagdo do veneno de Loxosceles (Smith e
Micks, 1970). No entanto, sabe-se que a a¢do dos polimorfonucleares ndo é induzida
diretamente pelo veneno e sim por outros fatores intrinsecos do organismo (Patel et al.,
1994). Os estudos de ativacdo celular pelo veneno loxoscelico sugerem que muitos
mediadores pré-inflamatdrios sollveis tem papel importante no desenvolvimento da
lesdo. Observou-se ativacdo de célula endotelial pelo veneno, com estimulos a liberagdo
de mediadores (IL-8) capazes de atrair polimorfonucleares (Patel et al., 1994) e
alteracdes em culturas primarias de queratinocitos com producdo de citocinas (TNF-a,

IL-1, IL-8), que sdo importantes agentes citotdxicos (Malaque et al., 1999).
2.1.3.2. Sinais sistémicos

O loxoscelismo cutaneo visceral € menos comum (aproximadamente 15% dos
casos), porém, além da lesdo dermonecrética, observam-se alteracfes que podem levar o

paciente a 6bito (Sezerino et al., 1998; Malaque et al., 2002; Malaque et al., 2011).

As alteracBes clinicas e laboratoriais mais comuns incluem choque, ictericia,
hemolise intravascular associada a hematiria e hemoglobinuria, trombocitopenia,
leucocitose e insuficiéncia renal aguda (Hogan et al., 2004). As reac6es hemoliticas sdo
bem observadas em eritrécitos de humanos, suinos e ratos, porém em coelhos, e
“porquinhos da india” aparentemente nenhuma reagdo hemolitica ocorre, indicando
variacdo entre espécies na susceptibilidade aos efeitos sistémicos do veneno (Silva et
al., 2003).

A coagulacdo intravascular disseminada (CID) é um evento incomum, e sua
patogenia ainda ndo foi bem esclarecida (Tavares et al., 2004). O veneno da Loxosceles
spp é capaz de promover agregacdo plaquetaria e trombocitopenia horas apds o
envenenamento, devido ao consumo intenso de plaguetas no local da ferida, assim como
uma possivel agdo direta e transitoria do veneno na medula o6ssea (Silva et al., 2003;
Tavares et al., 2004; Pauli et al., 2009).

A observagdo do numero de leucdcitos na circulacdo sanguinea é variavel e
dependente do tempo de coleta ap6s o envenenamento, assim como da dose do veneno
aplicada (Silva et al., 2003; Mcglasson, et al., 2007, Malaque et al., 2011). Silva et al.
(2003) verificaram leucopenia mais intensa em coelhos, 24 horas apds a inoculagdo do
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veneno de L. intermedia, com posterior recuperacdo cinco dias apds o envenenamento.
Verificou-se que a leucopenia esta relacionada & neutropenia observadas no mesmo
periodo. Esse fato ocorre pela migracdo massiva de neutrofilos para o tecido, horas apos
0 acidente, ocasionando em um decréscimo transitorio de leucdcitos na circulagédo
sanguinea. Mcglasson et al. (2007), observaram resultados semelhantes 24 horas apés a
inoculagdo de 4 e 10 pg de L. reclusa em coelhos. Porém, verificou-se leucocitose
intensa e estatisticamente significativa 72 horas apés a inoculagao.

Ja foram detectados antigenos de L. intermedia nos rins (Luciano et al., 2004;
Chaim et al., 2006), coracdo (Lopes et al., 2010), pulméo e figado (Christoff et al.,

2008) de camundongos envenenados experimentalmente .

A insuficiéncia renal aguda é a causa mais frequente de 6bito no loxoscelismo,
associada a injaria renal direta, bem como deposito de hemoglobina nos tdbulos renais
advindos da intensa hemdlise intravascular (Malaque et al., 2002; Tambourgi et al.,
2010; Malaque et al., 2011). Os efeitos nefrotdxicos do veneno sdo demonstrados com
base nas alteragdes laboratoriais de pacientes acometidos e geralmente inclui aumento
de ureia e creatinina, proteindria, hematdria e hemoglobinuria. Foi demonstrado por
Luciano et al. (2004), uma ligacdo direta do veneno de L. intermedia nas estruturas
renais de camundongos, sugerindo que esse veneno atua como um potente agente
nefrotoxico. Segundo Chaim et al. (2006) a acdo direta do veneno ocasiona em edema

glomerular e nefrose tubular, sendo um dos mecanismos da insuficiéncia renal aguda.

Além da ligacdo direta do veneno no coracgdo e no figado, observou-se aumento
de CK e CK-MB, 4 horas ap6s a inoculacdo de veneno de L. intermedia em
camundongos (Lopes et al., 2010) e das enzimas hepéticas 6 horas ap6s a inoculagao
(Christoff et al., 2008) sugerindo acdo tdxica do veneno nesses tecidos. Além disso, a
formacdo de trombos pode diminuir a circulacdo sanguinea para 6rgaos importantes,

ocasionando em perda de fungédo e em sinais clinicos associados (Tavares et al., 2004).

2.1.3.3. Alteragdes histopatoldgicas

A picada da aranha Loxosceles spp, geralmente resulta em feridas
dermonecrdticas extensas e de dificil cicatrizacdo (Elston et al., 2000). Porém a maioria
dos estudos relacionados ao loxoscelismo ndo focam nas alteragdes histopatoldgicas. Os

achados histopatologicos mais importantes dependem do tempo de coleta do material
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apos inoculacdo do veneno. Mas no geral observa-se edema, trombose e areas
hemorréagicas iniciais, seguidos por infiltrado inflamatério predominantemente
neutrofilico e necrose de coagulacdo na epiderme e derme (Elston et al., 2000; Silva et
al., 2004), associado a liberacéo de citocinas pré-inflamatorias como IL-6 e MCP-1 em
patas de camundongos como constatato por Barbaro et al. (2010). A infiltracdo
neutrofilica massiva é considerada a principal responsavel pelo desenvolvimento da

ferida dermonecrotica, assim como demonstram diversos estudos experimentais.

Ospedal et al. (2002) avaliaram amostras histopatoldgicas sequenciais quatro e
12 horas e um, dois e cinco dias apds a inoculacdo de 40ug de veneno de L.intermedia
em coelhos. Este estudo demonstrou que em quatro horas ap6s a inoculacdo do veneno,
ja se observava intenso infiltrado neutrofilico, associado a trombose, hemorragia e
edema. Esse infiltrado tornou-se mais intenso aos cinco dias, e houve progressao para
necrose da epiderme associado a mionecrose e necrose de coagulacdo. Destruicdo da
epiderme, hemorragia massiva e necrose epidérmica também foram descritas por

Sunderkotter et al. (2001) em camundongos.

Elston et al. (2000) avaliaram amostras histopatoldgicas 14 dias apo6s a
inoculacdo de 20 pg de Loxosceles em 40 coelhos Nova Zelandia. Observou-se em
todos os animais necrose de coagulacdo na epiderme e derme assim como um denso
infiltrado inflamat6rio composto predominantemente por neutréfilos. Nesse estudo o

tratamento com dapsona ndo alterou os achados histopatoldgicos.
2.2. CICATRIZACAO DE FERIDAS

A cicatrizacdo tecidual € um processo altamente coordenado, dinamico,
intercedido e sustentado por grupos celulares, mediadores bioquimicos e
hemodindmicos a fim de garantir a restauragdo morfofuncional do tecido lesionado
(Singer e Clark, 1999; Barrientos et al., 2008). Os eventos que ocorrem podem ser
divididos didaticamente em fases que envolvem hemostasia, eventos inflamatorios,

proliferacdo celular, deposi¢cdo de matriz e remodelamento tecidual (Frank et al.,
1996; Hosgood, 2006). Porém esses processos ndo sdo estaticos, ocorrem de forma
continua e em interagdo e envolvem diversos tipos celulares, incluindo queratindcitos,
fibroblastos, células endoteliais, neutrofilos, macréfagos e plaquetas (Hosgood, 2003;

Barrientos et al., 2008). Cada uma dessas fases é regulada por diversos fatores
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quimiotaticos e fatores de crescimento que além da funcdo de quimiotaxia, induzem a

proliferacdo e ativacdo celular (Quadro 2) (Hosgood, 2006).

Quadro 2- Principais grupos celulares e mediadores liberados durante a cicatriza¢do tecidual

GRUPOS PRINCIPAIS MEDIADORES
EFEITOS DESENCADEADOS
CELULARES LIBERADOS
ol X TGF-B, PDGF, PAF, fibrinogénio, | Formacdo do trombo plaquetério e
aquetas
a fibronectina, tromboplastina, EGF | recrutamento de neutréfilos e mondcitos
Recrutamento de monaocitos e
Neutréfilos IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF- 3 )
macrofagos
o IFN- a, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, Ativacdo de macrofagos, recrutamento
Linfécitos

TNF-a

de leucocitos, fibroblastos.

Mondcitos/macrofagos

TGF-B, VEGF-A, IL-1, IL-6, IL-8,
TNF-a, MCP-1, IGF-1, MMP

Quimiotaxia de monacitos e

fibroblastos, proliferacdo de
fibroblastos, angiogénese e sintese e

remodelamento de colageno.

Fibroblastos

FGF1, FGF2, FGF4, KGF, FGF10,
IL-8, TGF-B, IGF-1

Maturacdo e remodelamento da matriz
extracelular, angiogénese e
colagenizagdo assim como estimulo da
migragdo, proliferagdo e diferenciagédo

epitelial

Queratindcitos

MCP-1, FGF1, FGF2, TGF-B

Maturacdo e remodelamento da matriz
extracelular, angiogénese e

colagenizacdo

Células endoteliais

MCP-1, CTGF, TIMP, VEGF-A

Maturacdo e remodelamento da matriz
extracelular, angiogénese e

colagenizacdo

Células epiteliais

VEGF-A

Aumento da permeabilidade vascular e
estimulo da proliferacdo de células

endoteliais
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Fonte: Adaptado de Hosgood, 2006
2.2.1. Fase de hemostasia

A primeira da fase da cicatrizacdo de feridas é a hemostasia que ocorre
imediatamente apos a injuria tecidual. A ferida formada é preenchida por sangue e linfa
dos vasos sanguineos e linfaticos rompidos, porém rapidamente, compostos vasoativos
como catecolaminas e histaminas sdo liberados e induzem uma vasoconstricgdo
transitoria que perdura por cerca de 10 minutos, minimizando a perda sanguinea
(Balbino et al., 2005; Reinke e Sorg, 2012). Logo apds, ocorre vasodilatacéo,
permitindo o influxo de fluidos, células sanguineas e plaguetas para o espaco
extravascular, o que ativa a cascata de coagulacdo e ocasiona na formacdo do coagulo
sanguineo. Esta estrutura atua coaptando as bordas das feridas, limita a perda de sangue
e fluidos e forma uma barreira imediata contra agentes exdgenos. Além disso, em seu
interior, ocorre a formacdo de uma matriz extracelular provisoria (MEP), formada por
dimeros de fibronectina associados a fibrina, que possui varios sitios para adesdo
celular, principalmente de neutrofilos, macrofagos e células do tecido conjuntivo
(Hosgood, 2006; Barrientos et al., 2008). Diversos mediadores vasoativos e fatores
quimiotaticos sdo produzidos durante a coagulacao, e recrutam os leucdcitos para o sitio

da lesdo.
2.2.2. Fase inflamatoria e desbridamento

A fase inflamatéria € considerada a fase de preparo do leito da ferida para o
inicio da cicatrizacdo, caracterizada essencialmente pela migracdo de leucdcitos para o
leito da ferida (Hosgood, 2003). Os mediadores inflamatdrios produzidos pela MEP,
como os fibrinopeptideos, produzidos pela conversdo de fibrinogénio em fibrina, séo
potentes quimiotaticos para os neutrofilos (Hosgood, 2006). A atracdo adicional dos
neutréfilos é potencializada pelas proteinases liberadas pelos préprios neutréfilos a
medida que degradam o tecido necrotico desnaturado. Essas sdo as primeiras células a
predominar na leséo e tem func¢Bes importantes como fagocitose de bactérias e de debris
celulares, removendo-os do sitio lesional (Balbino et al., 2005). Além disso, a liberagéo
de radicais superoxidos pelos neutrofilos acarreta a morte local das bactérias,
degradacdo da matriz extracelular desnaturada assim como células danificadas,

contribuindo para a formacéo do exsudato no leito da ferida (Hosgood, 2003). Devido a
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liberacdo de substancias quimioatraentes especificas como fragmentos da matriz
extracelular e fator beta transformador do crescimento, mondcitos se infiltram no local
da lesdo e se transformam em macrofagos ativos. Os macrdfagos por sua vez modulam
a producéo e destruicdo da MEP, removem debris celulares e induzem apoptose celular
além de liberarem muitas citocinas que atraem fibroblastos para o leito da ferida,
iniciando-se a formacéo de tecido de granulacdo (Singer e Clark, 1999; Guo e DiPietro,
2010, Koh e DiPietro, 2011). Durante a fase inflamatoria a for¢a biomecénica da ferida
ainda é pequena, sendo sustentada pela fibrina presente no coadgulo sanguineo
(Hosgood, 2003).

2.2.3. Fase proliferativa

A transicdo da fase inflamatoria para a proliferativa € assinalada pela invasao de
fibroblastos e por um acimulo ainda maior de colageno na ferida (Hosgood, 2006). Essa
fase é marcada por intensa angiogénese, fibroplasia e epitelizacdo, ocasionando na
substituicdo da MEP pelo tecido de granulagdo e consequentemente em um ganho de
forca da ferida (Reinke e Sorg, 2012).

A angiogénese ocorre inicialmente 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 a suprimento de oxigénio e nutrientes do
tecido de granulacdo formado (Singer e Clark, 1999; Hosgood, 2003). A
neovascularizacdo € um processo complexo, dependente da interacdo da MEP com
mediadores que estimulam a migracdo e proliferacdo de células endoteliais (Singer e
Clark, 1999). Esse evento € modulado, sobretudo, pelo fator de crescimento endotelial
vascular- A (VEGF-A) produzido pelas células endoteliais, macréfagos e células

epidérmicas ativas (Hosgood, 2003).

A fibroplasia é caracterizada pela migracéo e ativacao de fibroblastos na ferida
em decorréncia da liberacdo de citocinas como INF-y e TGF-f, principalmente pelos
macrofagos (Reinke e Sorg, 2012). Estes grupos celulares sdo o0s principais
componentes do tecido de granulagdo e tem como funcdo primordial a producdo de
colageno, glicosaminoglicanos e proteoglicanos, que formardo o tecido conjuntivo,

substituindo a matriz extracelular provisoria por um tecido mais forte e elastico (Guo e
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DiPietro, 2010). O novo tecido comeca a invadir 0 espa¢o aproximadamente quatro dias

apos a lesdo (Hosgood, 2003).

As atividades iniciais presentes na epitelizacdo sdo a mobilizacéo e proliferacéo
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 sd&o o maior
reservatorio de células progenitoras para uma variedade de populagdes celulares, que
possuem papel importante na cicatrizacéo 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 migragédo
celular é determinado por integrinas expressas na superficie de outras células
epidérmicas e para que ela ocorra de forma adequada é necessario que ocorra dissolugédo
da matriz extracelular provisoria por colagenases produzidas pelas proprias células

epidérmicas (Hosgood, 2006).

Ha& diversos estimulos para a migracdo e proliferacdo epitelial, incluindo EGF,
TGFa, e KGF, produzidos pelas proprias células epiteliais, fibroblastos e macréfagos. A
medida que ocorre a reepitelizacdo, ha um acumulo progressivo de novo material da
membrana basal sob as células em migracdo, a partir da margem da ferida para dentro
da mesma (Hosgood, 2003).

Com a evolucdo 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 e
associados as ligacGes cruzadas de colageno colaboram com a contracdo da ferida que

ocorre até que as suas margens se encontrem (Guo e DiPietro, 2010).
2.2.4. Fase de maturacgdo e remodelamento

A fase de remodelamento é considerada a ultima fase da cicatrizagdo cutanea e
pode durar por até um ano (Reinke e Sorg, 2012). A transi¢do do tecido de granulagéo
para a cicatriz requer o remodelamento e maturacdo do contetdo de tecido conjuntivo
da ferida. Para tanto é necessario uma modulacdo na producdo/degradacdo de colageno
e sua maturacdo. Enzimas proteoliticas denominadas de metaloproteinases da matriz

(MMP), secretadas por macrofagos, células endoteliais, epiteliais e fibroblastos,
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controlam a velocidade de degradacdo do colageno na ferida (Hosgood, 2003). O
colageno do tipo 11 € substituido pelo coldgeno do tipo | de forma gradativa, que é mais
espesso que 0 primeiro e 0s processos de angiogenese assim como o fluxo sanguineo
diminuem, ocasionando na diminuicdo da atividade metabdlica local (Reinke e Sorg,
2012).

2.3. TERAPIAS FARMACOLOGICAS PARA O TRATAMENTO DO
LOXOSCELISMO

Ha ainda muita contradicdo em relacdo a melhor terapia para o tratamento das
feridas dermonecrdticas advindas do loxoscelismo. Diversas terapias ja foram avaliadas
em estudos experimentais, porém os dados sdo divergentes e poucas conclusdes podem
ser feitas quanto a melhor terapia, principalmente para a melhor resolucdo da ferida
dermonecrética (Maynor et al., 1997; Hogan et al., 2004; Swanson e Vetter, 2006). As
terapias reportadas incluem: oxigénio hiperbarico (Phillips et al.,1995; Maynor et al.,
1997); anti-histaminicos incluindo a ciproheptadine (Phillips et al., 1995), excisdo
cirirgica da ferida (Rees et al., 1985), corticosteroide (Rees et al., 1985), soro
antiloxoscélico (Pauli et al., 2006) e dapsona (Rees et al., 1985; Barret et al., 1994;
Phillips et al., 1995; Elston et al., 2005).

A possivel efetividade da terapia com oxigénio hiperbarico esta baseada no seu
mecanismo de acdo que promove uma neovascularizacdo tecidual com o aumento de
aporte de oxigénio para o tecido isquémico. No entanto, ha poucas evidéncias cientificas
que corroborem a sua eficicia, e os dados sdo contraditérios (Phillips et al., 1995;
Maynor et al., 1997; Hogan et al., 2004).

A intervencgdo cirdrgica imediata ndo é recomendada, ja que pode aumentar a
inflamacéo local e assim exacerbar os efeitos do veneno, prolongando a injuria tecidual
e aumentando a extensdo da ferida (Silva et al., 2004; Pauli et al., 2006). A remocdo da
escara necrotica pode ser apropriada quando as lesbes apresentam complicagcdes e com
dificuldade de cicatrizacdo e somente quando estiverem estaveis, por volta de seis a oito
semanas pos-injdria (Sams et al., 2001; Wendell, 2003). Nesses casos, geralmente é

necessario uma cirurgia plastica reconstrutiva posterior (Hogan et al., 2004).
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Os corticosteroides fazem parte do protocolo de tratamento do loxoscelismo
humano no Brasil (Ministério da Satde, 2001). Nao h& dados suficientes que sustentam
a sua utilizacdo para o tratamento do loxoscelismo cutdneo, jA que mesmo quando
fornecidos de forma precoce, ndo previnem o desenvolvimento e progressao da ferida
dermonecrdtica (Rees et al., 1985; Hogan et al., 2004; Pauli et al., 2006). Porém eles
provavelmente tem uma acdo benéfica, nos casos sistémicos em decorréncia do seu
mecanismo imunossupressor e devido & acdo protetora da membrana das hemacias,
diminuindo a hemdlise intensa que ocorre nessa sindrome (Sams et al., 2001; Peterson,
2006).

O soro antiloxoscélico € o unico tratamento especifico para neutralizar a acdo do
veneno. Segundo o Ministério da Sadde (2001), a sua utilizacdo varia de 12 a 70% de
acordo com a regido do Brasil analisada. Apesar do uso disseminado do soro, as
opinibes sdo divergentes quanto a eficacia do soro antiloxoscélico em neutralizar os
efeitos locais do veneno (Pauli et al., 2009). Na rotina clinica isso geralmente ocorre
pelo fato da maioria dos casos se apresentar apos 4 horas do acidente, e a partir desse
momento o soro antiloxoscélico pode ndo ser mais eficaz (Sezerino et al.,1998; Isbister
e White, 2004).

2.3.1. Dapsona

A dapsona (4,4’-Diaminodiphenilsulfona) é uma droga utilizada ha muito tempo
para o tratamento de hanseniase e atualmente é recomendada para o tratamento de
inimeras doencas inflamatorias ndo infecciosas, como a dermatite herpetiforme (Wolf
et al., 2000). E absorvida rapidamente pelo trato gastrointestinal e atinge altas
concentracdes séricas em 2 a 8 horas ap6s a administracdo oral. A sua meia-vida é em
torno de 20 a 30 horas (Wolf et al., 2000). Devido a agdo de inibir a degranulacéo
polimorfonuclear e consequentemente reduzir a inflamagdo local e a destruigdo
ocasionadas por essas células, a dapsona esta sendo amplamente estudada em relagéo as
feridas dermonecroticas ocasionadas pelo loxoscelismo (Barret et al., 1994; Phillips et
al., 1995; Hogan et al., 2004; Elston et al., 2005). Além disso, foi demonstrado que a
dapsona inibe a diapedese, pois suprime a funcdo da integrina leucocitaria, diminuindo a
adesdo de neutrofilos no endotélio vascular e consequentemente o seu deslocamento

para o espaco extravascular (Booth et al., 1992).
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A dapsona pode ser responsavel por uma variedade de efeitos colaterais, alguns
dos quais podem se confundir com a evolugéo do loxoscelismo sisttmico, como anemia
hemolitica e trombocitopenia (Sams et al.,2001). Além desses sinais, podem-se observar
com frequéncia, metahemoglobinemia, leucopenia, e mais raramente neuropatia
periférica (Coleman, 1995; Bryant e Pittman, 2003; Hogan et al., 2004; Andersen et al.,
2011). Multiplos estudos em diferentes modelos animais foram realizados comparando

0 uso dapsona, e, no entanto mostram resultados contraditorios.

Barret et al (1994), verificaram efeito positivo no uso da dapsona, apés
inoculacdo de 30 pg do veneno de L. reclusa em cobaias, quando comparada a um
grupo sem tratamento, e outro utilizando-se choque elétrico. Eles verificaram que os
animais tratados com dapsona, tiveram menor area de ferida necrética apos trés dias da

inoculacdo do veneno.

Phillips et al. (1995), fizeram um estudo randomizado com coelhos Nova
Zelandia, utilizando dapsona, terapia com oxigénio hiperbarico e ciproheptadine.
Iniciaram o tratamento quatro horas apds a inoculacdo de 20 pg de veneno de L.
deserta, e os animais foram acompanhados por 10 dias. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos foi observada, tanto em relacdo ao

tamanho da lesdo, como nas alteracGes histopatoldgicas.

Assim como no estudo acima, Dewey et al. (2005) ndo observaram efeito
positivo na evolugdo do tamanho da ferida, quando utilizados dapsona, colchicina,
triancinolona e difenidramina, em coelhos, apos inoculacdo de 20 ug do veneno de L.

reclusa.

2.4. TERAPIA CELULAR

As células-tronco sdo genericamente definidas como células indiferenciadas
capazes de se multiplicar e se diferenciar em tecidos especificos (Fortier, 2005). 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
embrionarias, e células-tronco multipotentes, capazes de formar linhagens celulares

mais especificas. Sdo de origem embrionaria ou obtidas de tecidos de individuos

31



adultos, como as células-tronco mesenquimais (CTMs) que podem ser extraidas da
medula 6ssea, tecido adiposo, placenta, pulpa dentaria e membranas fetais (Miura et al.,
2003; Caplan, 2007; Del Carlo et al., 2009; Barreto Filho e Oliveira, 2012). As CTMs
obtidas do tecido adiposo possuem 0S mesmo genes e 0 mesmo potencial de
diferenciacéo, quando comparadas as CTMs extraidas de outros locais (Lin et al., 2008).
Além disso, o uso dessas células esté se tornando cada vez mais atraente devido ao facil
isolamento, rapida expansdo in vitro, e a possibilidade de coletar grande quantidade de

tecido de uma so6 vez (Bertassoli et al., 2013).

Com o intuito de caracterizar e padronizar a populacdo celular, a Sociedade
Internacional para Terapia Celular (SITC) definiu critérios minimos para a classificagdo
das CTMs: a) a propriedade de aderir ao plastico quando mantidas em garrafas de
cultura; b) multipoténcia in vitro o que reflete a capacidade de diferenciar em
osteoblastos, adipdcitos e condroblastos em condi¢bes adequadas; c) ter um padrédo de
expressdo de marcadores de superficie celular de CD105, CD73 e CD90 para mais de
95% da populacdo celular e d) expressdo menor que 2% ou auséncia de expressdo dos
marcadores de superficie celular CD45, CD34, CD14, CD11b CD79a, CD19 e HLA-

DR classe Il .

As CTMs apresentam alta plasticidade, e tem a capacidade de se diferenciar em
diversas células distintas, como osteoblastos, condrdcitos, adipécitos, células
epidérmicas (Minguel et al., 2001; Xiaobing et al., 2006). Podem ser transplantadas para
sitios lesionais logo apos lesdo tecidual ainda indiferenciadas, ou ap6s a inducao,

expansao e diferenciacdo em tecidos especificos (Caplan, 2007; Del Carlo, 2009).

No geral, ha quatro maneiras da utilizacdo de CTMs, sendo elas 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 (Cha e Falanga, 2007).

O seu potencial de diferenciacdo em diversos tecidos, o alto potencial em se
expandir in vitro assim como facil isolamento e cultura, fazem dessas células uma
importante ferramenta nas terapias regenerativas (Minguel et al., 2001). Além da
capacidade de diferenciacdo, as CTMs secretam um largo espectro de moléculas

bioativas como citocinas e fatores de crescimento que podem promover um
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microambiente de regeneracdo para uma variedade de injurias (Caplan, 2007; Harman,
2013). Os mecanismos moleculares envolvidos nas propriedades imunomodulatorias
das CTM ainda ndo foram completamente elucidados, porém sabe-se que essas células
produzem uma grande quantidade de fatores solUveis que interferem no comportamento
das celulas inflamatérias e modulam a funcdo imunologica de véarias populacdes
celulares do sistema imune, tais como células apresentadoras de antigenos, linfocitos T
e B e células NK (Nauta e Fibbe, 2007; Zhao et al., 2010, Kim et al., 2013). Um dos
principais fatores produzidos pelas CTMs é a indoleamine 2,3-dyoxygenase (IDO), que
provavelmente contribui para a reducdo da fase inflamatdria durante a reepitelizacao
(Neto et al., 2012).

A perspectiva de utilizacdo de CTM no tratamento de feridas cutaneas é
promissora, uma vez que ensaios experimentais mostram que essas células tem
capacidade de acelerar o processo de cicatrizacdo tecidual por diferenciacdo em alguns
tipos celulares importantes para a cicatrizacdo, e por efeito paracrino, estimulando a
proliferacdo fibroblastica, promovendo angiogénese e consequentemente aumentando a
velocidade de cicatrizacdo das feridas (Hocking e Gibran, 2010; Kim et al., 2013). A
maioria dos trabalhos sugere que a contribuigédo do efeito da diferenciagéo celular para a
cicatrizacdo tecidual é limitada, visto a pouca adesdo e sobrevivéncia das CTMs no
local da injuria (Hocking e Gibran, 2010). Devido a essas limitacGes, tem-se
demonstrado que o efeito paracrino das células-tronco mesenquimais € o principal
mecanismo observado nos efeitos benéficos das CTMs nas respostas as injdrias (Lau et
al., 2009).

Kim et al. (2013) avaliaram o efeito do implante local de células-tronco
mesenguimais autologas oriundas da medula Ossea, em cdes da raca Beagle ap06s
realizacdo de feridas cutaneas experimentais. Observaram que 0 grupo tratado com
CTMs apresentou uma cicatrizacdo mais rapida, devido ao estimulo a reepitelizacéo,
estimulo a proliferacdo fibroblastica, 0 que resulta em aumento da deposicdo
colagénica, assim como estimulo para neovascularizacdo, em comparagdo com as
feridas néo tratadas. Verificaram ainda a diminuicdo de expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-2 e INF-y) nos animais tratados com células-tronco, corroborando que

as CTMs contribuem para modulacao da inflamacdo local.
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Neto et al. (2012) observaram que a aplicacdo local de CTMs autdlogas,
extraidas da medula Ossea, acelerou a reepitelizacdo das lesdes cutaneas realizadas
experimentalmente em camundongos diabéticos, quando comparada a limpeza diéria
com solucdo salina e com oclusdo com membrana semipermeavel. Segundo os autores,
0 estimulo positivo na reepitelizacgdo pdde ser atribuido as caracteristicas
imunomodulatérias das CTMs assim como sua plasticidade e possibilidade de

transdiferenciacéo celular.

Em um estudo clinico controlado e randomizado, Martins et al. (2011) avaliaram
como satisfatorio o uso das CTMs aut6logas oriundas de tecido adiposo na cicatrizacdo
de feridas apds abdominoplastia em humanos. O implante dessas células resultou em
efeito positivo na cicatrizacdo das feridas, principalmente levando-se em consideragéo

as avaliacOes realizadas pelos médicos e pacientes que receberam a aplicacéo.

Em relacdo a transdiferenciacdo celular, Sasaki et al. (2008) demonstraram a
capacidade de diferenciacdo das CTMs oriundas da medula 6ssea de camungos in vitro
em queratinocitos e células endoteliais. Foi constatado também por Xiaobing et al.
(2006), que o implante local imediato de CTMs apoés feridas profundas produzidas
experimentalmente por queimaduras em suinos, apés sua diferenciacdo em células
epidérmicas e endoteliais, aumentou a qualidade e velocidade da cicatrizacdo das
feridas.

3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido atendendo aos principios éticos respeitando o
bem estar animal e minimizando o desconforto. Foi aprovado de acordo com o
protocolo n°83/2013 (anexo 1) do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Minas Gerais.
3.1. SELEQAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados 25 machos, adultos, Nova Zelandia, com aproximadamente
1kg, adquiridos da Fazenda Experimental Professor Helio Barbosa da EV-UFMG, no
municipio de lgarapé. A escolha de coelhos para o experimento foi baseada em estudos

anteriores que apontam essa espécie como o melhor modelo experimental para simular
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lesdo dermonecrdtica semelhante a que ocorre no loxoscelismo humano (Silva et al.,
2004; Elston et al., 2005).

Os animais foram mantidos durante todo experimento no Laboratério de
Metabolismo e Calorimetria Animal (LAMACA) da EV/UFMG e acondicionados em
gaiolas metélicas individuais de dimensGes de aproximadamente 75 cm de comprimento

por 30 cm de largura recebendo &gua e racdo comercial ad libitum.
3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apbs periodo de adaptacdo de cinco dias, os animais foram randomicamente
distribuidos em cinco grupos de cinco animais: controle negativo (CN), controle
positivo (CP), dapsona (DAP), células-tronco mesenquimais (CTMs) e dapsona +
células-tronco (DAP+CTMs). O grupo CN recebeu somente inoculo de agua ultrapura.
Todos os outros grupos foram inoculados com 20 pg de veneno de L. laeta, diluidos em
0,2 ml de PBS e tratados com PBS (CP), dapsona (DAP), células-tronco (CTMs) e
associacdo de dapsona e células-tronco (DAP+CTMs), conforme quadro abaixo
(Quadro 3). No intuito de simular um reconhecimento precoce da lesdo assim como
maximizar o efeito das terapias instituidas, todos os tratamentos iniciaram quatro horas

apos a inoculacdo do veneno conforme Philips et al (1995).
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Quadro 3 — Distribuicdo dos animais nos diferentes grupos e protocolos de tratamento ap6s

inoculagéo do veneno de Loxosceles laeta.

Grupo Denominagéo NUmero Descrigdo
de animais
CN Controle negativo Cinco Inoculagéo intradérmica de 0,2ml de &gua ultrapura.
CP Controle positivo Cinco Ap0s inoculacdo de 20ug de veneno de L.laeta, os
animais foram tratados com 500ul de PBS por via
intradérmica em quatro pontos equidistantes do local
da lesdo formada.
DAP Dapsona Cinco Ap0s inoculacdo de 20ug de veneno de L.laeta, os
2mg/kg animais foram tratados com 2mg/kg via sonda
nasoesofagica da droga, diluida em quatro partes de
alcool absoluto e seis partes de agua a cada 24 horas
por quatro dias seguidos.
CTMs Células-tronco Cinco Apo6s inoculagdo de 20ug de veneno de L.laeta, os
mesenguimais animais foram tratados com 1,25X10° CTMs diluidas
em 500ul de PBS por via intradérmica, em quatro
pontos equidistantes ao redor da lesdo formada,
totalizando 5X10° CTM:s por coelho.
DAP+CTMs Dapsona 2mg/kg + Cinco Associacdo do tratamento dos grupos CTMs e DAP

células-tronco
mesenquimais

~* todos os tratamentos iniciaram-se quatro horas apds a inoculacio do veneno

3.3. INOCULACAO DO VENENO

Para a aplicacdo do veneno ndo foi utilizado nenhum método de contencéo

quimica, sendo realizada somente a contengdo manual. Utilizou-se 20 ug do veneno de

L. laeta diluidos em 0,2 ml de PBS para aplicacdo ID na regido interescapular com o

auxilio de uma seringa de insulina (100 u.i) apds tricotomia e antissepsia com

clorexidine 0,5%. (Figura 1). Imediatamento ap0s a aplicacdo observou-se a formagao

de uma vesicula temporéria, comprovando o local correto de aplicacdo na derme.
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Figura 1- Sequéncia de procedimentos realizados na regido interescapular de todos os coelhos da raga Nova

Zelandia para aplicacdo do veneno de Loxosceles laeta. A) Foto demonstrando o momento imediatamente
posterior a tricotomia da regido interescapular; B) Antissepsia com clorexidine 0,5%, imediatamente antes da
aplicacdo do veneno; C) Aplicagdo de 0,2 ml de uma solugdo contendo 20 g de veneno de L.laeta com seringa de
insulina (100u.i) por via intradérmica; D) Aspecto da pele logo ap6s a injecdo do veneno (seta), em que se nota a

formacéao de uma vesicula temporéria, confirmando a aplicacdo intradérmica do veneno.

3.4. TRATAMENTO

O protocolo de tratamento dos animais consistiu na administracdo de 2mg/kg de
dapsona por via sonda nasoesofagica a cada 24 horas por quatro dias consecutivos,
1,25X10° CTMs diluidas em 500pl de PBS em quatro pontos equidistantes do local da
lesdo formada, e volume equivalente de PBS também por via intradérmica em quatro

pontos equidistantes conforme disposic¢do dos grupos, demonstrado no Quadro 3.

Foi utilizada a dapsona liofilizada, bruta. Antes da aplicacdo, esta foi diluida em

alcool etilico absoluto e agua ultrapura (4:6), para evitar precipitacao.
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3.5. EXTRACAO E CULTIVO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Para obtengédo das CTMs foi utilizado tecido adiposo da regido interescapular de
dois coelhos Nova Zelandia doadores. A extragdo desse material foi feita no bloco
cirargico do Hospital Veterinario da UFMG (Figura 2), sob anestesia geral com
propofol (6mg/kg). Apoés a extracdo, os coelhos foram eutanasiados com sobredose do
farmaco supracitado. O tecido adiposo coletado foi lavado com PBS e colocado em um
tubo falcon 50ml com 20ml de colagenase durante 1 hora, submetendo o material a
agitacdo a cada 15 minutos para digestdo enzimatica. Ap0ds esse periodo, adicionou-se
20ml de soro fetal bovino para inibir a atividade da colagenase e assim evitar danos as
células se submetidas & longa exposicdo com essa enzima. A amostra foi entdo
centrifugada a 23°C e 1.200rpm por 10 minutos. Apés a centrifugacdo obteve-se trés
fragdes. A parte depositada no fundo (“pellet”), que representa a parte celular foi
ressuspendida em meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado
com bicarbonato de sodio, 10% de soro fetal bovino, penicilina G, estreptomicina e
anfotericina (PSA) e plaqueadas em frascos de cultura celular de 75cm? de area de
superficie (garrafas T75) contendo o0 meio DMEM suplementado. As culturas celulares
foram mantidas em atmosfera umidificada dentro de estufa a 37°C com 5% CO2 até
confluéncia de aproximadamente 90%. Apés essa meta, a cultura primaria passou pelo
processo de tripsinizacdo para que as células aderentes fossem desprendidas e o
primeiro repique fosse feito. Dessa forma as células ressuspendidas foram transferidas
para outras 3-5 garrafas (12 passagem), utilizando-se 0,5ml tripsina-EDTA a 0,25%. O
mesmo procedimento foi realizado sempre quando a confluéncia de 90% era atingida,
de modo que a cada passagem a populacdo de CTMs foi se tornando mais homogénea e
pura. O isolamento da populacdo de CTMs baseou-se na habilidade destas em aderirem
ao plastico do frasco de cultura celular. Entre a 3% e 52 passagem as células-tronco foram
caracterizadas fenotipicamente por meio de inducdo de diferenciacdo em celulas

adipogénicas e osteogénicas.
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Figura 2- Retirada de tecido adiposo da regido interescapular em coelhos Nova Zeléandia para posterior

isolamento das células-tronco mesenquimais. A) Exposicao do tecido adiposo apés incisdo de pele. B)

Retirada do tecido adiposo para posterior isolamento das células-tronco mesenguimais.

3.5.1. Tripsinizacédo das células-tronco mesenquimais

A tripsinizacdo é um procedimento necessario para o desprendimento das células
aderidas no plastico, para que elas possam ser expandidas e transferidas para outras
garrafas T75. Foi realizado ap0s a retirada de todo o meio de cultura da garrafa e da

lavagem cuidadosa das células aderidas com 10ml de PBS por duas vezes.

Apos a retirada do PBS, 1ml de tripsina/EDTA foi adicionada a garrafa de
cultura, e inativada cinco minutos apds com adicdo de 5ml de meio DMEM com soro
fetal bovino 10%. Apds, realizou-se a centrifugacdo por 10 minutos a 1200rpm. O
“pellet” obtido foi ressuspendido em meio DMEM com soro fetal bovino e assim

distribuido para outras trés a cinco garrafas.
3.5.2. Ensaios de viabilidade celular

A Vviabilidade das células-tronco cultivadas foi avaliada pelo ensaio de
metabolizacdo 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT).
Trata-se de um método colorimétrico que avalia a capacidade de enzimas
desidrogenases, presentes em células viaveis, em converter o MTT, em cristais de

formazan, que s&o insollveis em agua.

Foram plaqueadas 5X10* células-tronco/poco em placas de 24 pogos.
Posteriormente, o cultivo celular foi incubado com o 170 pl de MTT (5mg/ml; Sigma-
Aldrich, USA) em atmosfera e temperaturas controladas (5% de CO,, 37°C) por duas
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horas. Os cristais de formazan gerados foram observados em microscopio de luz
invertida. Apos a visibilizacdo, esses cristais foram solubilizados com a adi¢do de SDS
10%-HCI, para quantificacdo por densidade dptica a 595nm, em leitor automatico de

microplacas
3.5.3. Ensaio de diferenciacgéo in vitro das CTMs

As CTMs foram induzidas a diferenciacdo adipogénica e osteogénica
confirmando a sua caracteristica de pluripotencia. Para cada caracterizacdo foram
utilizadas CTMs indiferenciadas, cultivadas de forma usual, e utilizadas como controle

dos ensaios de diferenciacdo (Figura 3a).

Para a diferenciacéo adipogénica, fez-se o plagueamento de 5X10* células/poco
em placas de seis pocos e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10%SFB,
acrescido de dexametasona (0,5uM), insulina (1puM), indometacina (60uM) e
isobutilmetilxantina (0,5uM). O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e o cultivo
mantido por 21 dias. Apos esse periodo, as células foram submetidas a coloragdo com
Oil Red a fim de evidenciar as goticulas lipidicas, presentes no interior das células que

se coram em vermelho (Figura 3b).

As CTMs foram induzidas a diferenciacdo osteogénica fazendo-se o cultivo de
5X10* células/poco em placas de seis pocos, e mantidas em cultura por 21 dias em meio
DMEM suplementado com 10% de SFB, acrescido de acido ascorbico (50pug/ml), B-
glicerofosfato (10mM) e dexametasona (0,1juM). Para adequada nutri¢do celular o meio
de cultura era substituido a cada trés dias. Apds esse periodo, as células foram
submetidas a coloracdo pelo método de von Kossa a fim de evidenciar nddulos de
mineralizacdo representados pela coloragdo marrom (Figura 3c).
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Figura 3- Fotomicrografias de culturas de células-tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo

de coelhos Nova Zelandia indiferenciadas e submetidas a diferenciagdo induzida in vitro. A)
CTMs indiferenciadas cultivadas de forma usual e utilizadas como controle dos ensaios de
diferenciagdo (400X). B) CTMs cultivadas em meio adequado para indugdo de diferenciacéo
adipogénica ap6s coloracdo com Oil Red (400X). Observam-se as goticulas de gordura coradas em
vermelho. C) CTMs cultivadas em meio adequado para inducgdo de diferenciacdo osteogénica apos
coloragdo com Von Kossa (400X). Observa-se matriz mineralizada com uma coloragéo

amarronzada.
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3.6. COLETAS DE SANGUE E ANALISES LABORATORIAS

Amostras sanguineas foram coletas antes e apds trés, seis, nove e 12 dias da
inoculagdo do veneno. Nos dias de coleta, foram retirados trés ml de sangue na veia
marginal da orelha com o auxilio de um cateter 24. Uma aliquota (1 ml) foi coletada em
um frasco contendo anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% para
determinacdo dos parametros hematoldgicos realizados imediatamente apds a coleta.
Outra aliquota (1 ml) foi coletada em tubo contendo citrato de sédio para avaliagfes do
tempo de protombina (TP) e tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPa)
realizados imediatamente apds a coleta. O restante da amostra (1 ml) foi acondicionado
em tubos plasticos sem anticoagulante para producdo soro e congelados para posterior

analise bioquimica.

As analises hematoldgicas e bioquimicas plasmaticas foram realizadas no

Laboratorio de Toxicologia e Patologia Veterinaria da EV- UFMG
3.6.1. Avaliagdo hematoldgica

O hemograma foi realizado no analisador hematoldgico veterinario (Poch-100iV
Diff®) utilizando-se o sangue coletado com EDTA a 10% para determinar o nimero de
eritrocitos, leucocitos e plaquetas, volume globular (VG), concentracdo da hemoglobina
e indices hematimétricos: volume globular médio (VGM) e concentracdo de
hemoglobina globular média (CHGM). Os esfregagos sanguineos foram realizados em
laminas de vidro? (26x76mm) (Laminas para microscopia ndo lapidada, Exacta,) e
corados com Pandtico rapido (Panético rapido LB, Laborclin) para contagem diferencial

de leucécitos em microscopia Optica.
3.6.2. Coagulograma

Visando avaliar os efeitos sobre a funcionalidade do sistema da coagulagcéo nos
animais submetidos a diferentes tipos de tratamentos pds-inoculagdo do veneno de L.
laeta, o tempo de protombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcialmente ativada
(TTPa) foram mensurados. Para isso, 0 sangue coletado em tubos contendo citrato, foi
centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. Os valores foram obtidos ap6s o
processamento utilizando-se o aparelho QUICK TIMER e os kits TP e TTPa Clot (Bios

diagnostica).
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3.6.3. Avaliacéo bioquimica

O sangue armazenado em frascos sem anticoagulantes foram centrifugados a
3.000 rpm durante cinco minutos para obtencdo do soro. Esse material foi utilizado para
determinacOes de proteina total sérica, por meio de refratometria, e de creatinaquinase
(CK) e sua fragdo MB, lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST)
uréia e creatinina por método colorimétrico cinético (TP Analyser basic®- Thermo
Plate) de acordo com o protocolo dos kits comerciais de diagndstico (Kits Bioclin). O
perfil proteico fracionado foi realizado por eletroforose, utilizando gel de agarose
(Filme de Agarose Geral CELMGEL®-CELM) em tampdo Tris (Tampdo Tris para
eletroforese em CELMGEL®-CELM). A corrida eletroforética obtida foi submetida a
coloragédo com amido negro, e a concentracdo de albumina e globulinas (alfa-1, alfa-2,
beta-1, beta-2 e gama) foi determinada pelo software CELM SE-250.

3.7. AVALIACAO DA AREA DAS FERIDAS

As feridas foram avaliadas e mensuradas diariamente, a fim de verificar a
evolucdo de acordo com o tratamento instituido. Registros fotograficos diarios foram
realizados com a camera digital (CANON REBEL XSI EOS zoom de 24 mm), mantida
a uma distancia constante de 50 cm da ferida. Os dados coletados foram armazenados e
utilizados para avaliacdo da area das lesdes com o auxilio do programa IMAGE PRO.
Para a andlise da contracdo da ferida, foram considerados os periodos de 3, 6, 9 e 12
dias. O percentual de contracdo de cada lesdo foi calculado utilizando modelo
matematico proposto por Oliveira et al. (2000): [(area inicial- area do dia da

mensuracao)/area inicial)] X 100.
3.8. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DAS LESOES

Ap0s transcorrido o periodo de 12 dias de tratamento e observagéo, os animais
foram eutanasiados por aprofundamento anestésico com propofol (>10mg/kg) para
avaliacdo histopatoldgica da lesdo cutanea. Os fragmentos obtidos foram fixados em
formol a 10% (6rgéos internos) e paraformol por 48 horas apds a eutanasia (pele) e
processados por técnica rotineira de inclusdo em parafina para realizagdo posterior de

cortes histologicos de 6 um de espessura.
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Os cortes e as etapas de preparacdo, coloracdes foram realizados no Laboratério
de Patologia Comparada da Universidade Federal de Minas Gerais. Os cortes foram
submetidos a analise de microscopia Optica de luz convencional, ap6s as colora¢Ges de
hematoxilina-eosina (H.E), para a avaliacdo histomorfométrica, tricromio de Massom
para avaliacdo das fibras colagenas, e van kossa, para avaliagdo de mineralizacdo
tecidual. Além disso, utilizou-se microscopia de luz polarizada, apds coloracdo com
Picro-sirius Red para caracterizacdo e quantificacdo dessas fibras.

3.8.1. Avaliacdo da morfologia tecidual por hematoxilina-eosina

Para avaliacdo microscépica apds coloracdo por H.E, foram obtidas imagens
digitais de campos histoldgicos na objetiva de 10 e 40 com o auxilio do microscépio
Accu Scope acoplado ao programa de captura de imagem TCS pro 500.

A avaliacdo descritiva de todas as laminas foi realizada por um patologista sem o
conhecimento dos grupos. Foram avaliadas alteragdes na estrutura morfoldgica da
epiderme, derme superficial, profunda e camada muscular, além da intensidade e
caracteristica de infiltrado inflamatorio além de outros achados especificos como

hemorragia e mineralizacéo tecidual
3.8.2. Avaliacdo da fibrose pela coloracédo de tricromico de Massom

Para a avaliacdo das fibras colagenas totais, foi realizada a coloragdo tricromio
de Massom, em que tais fibras podem ser avaliadas pela sua coloracdo azulada. Para
quantificacdo dessas fibras foi utilizado o software IMAGE J apds registro fotografico
com o programa de captura de imagem TCS pro 500 acoplado ao microscopio Accu

Scope na objetiva de 40.
3.8.3.Diferenciacéo de fibras colagenas pela coloracao Picro-sirius Red

A avaliacdo de Picro-sirius Red foi realizada para identificacdo e quantificacdo
de fibras colagenas tipo | e Ill. Foram realizadas seis fotos em campos aleatérios de
cada lamina na objetiva de 40, com o auxilio do microscopio LEICA CORE acoplado
ao programa de captura de imagem LEICA APPLICATION SUITE CORE. As imagens
obtidas foram avaliadas com o software IMAGE J a fim de calcular a area em pixels
ocupada por cada tipo de colageno. As fibras coladgenas do tipo | aparecem com

coloracdo avermelhada, j& as do tipo Il aparecem com coloracao esverdeada.
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3.8.4. Avaliacéo de calcificacdo tecidual por von Kossa

Essa técnica foi empregada para confirmar a calcificacdo nas ldaminas em que se
suspeitou apos leitura de H.E. Imagens digitais foram obtidas de campos histolégicos
na objetiva de 10 e 40 com o auxilio do microscopio Accu Scope acoplado ao programa

de captura de imagem TCS pro 500.
3.9. ANALISE ESTATISTICA

Nesse estudo foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em parcelas
subdivididas e um nivel de significancia (p< 0,05). Cada resultado foi submetido ao
teste de normalidade por Shapiro-Wilks e Kolmogorov e avaliados conforme descrito

abaixo:
A) Comparagdo de médias por analise de variancia pelo teste de Tukey:

-Tempo de trombina e tromboplastina parcialmente ativada, hemoglobina, concentracdo
de hemoglobina corpuscular média, uréia, albumina, avaliacdo do colageno tipo IlI,
avaliacdo de fibras colagenas ap6s coloragao com tricrbmico de Massom e percentual de
contracgéo das feridas.

B) Comparacdo de médias por analise de variancia pelo teste de Tukey ap06s

transformacéo logaritmica dos dados:

- NUmero de eritrocitos, volume globular, volume corpuscular médio, nimero de
leucdcitos totais, neutrdfilos, linfécitos e mondcitos, proteina total, alfa 2, beta 1 e 2,
afericdo do colageno tipo I, valores séricos de aspartato aminotransferase, creatina

quinase e creatiana quinase fracdo MB.

C) Comparagdo de médias por andlise de variancia pelo teste de Tukey apoés
transformacéo raiz quadrada dos dados:

- NUmero de plaquetas, creatinina sérica, alfa 1 e gama globulinas.
4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecdo dos animais e dose de veneno inoculado
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A selecdo do coelho como modelo experimental foi baseada em estudos
anteriores que apontam essa espécie como a melhor para simular lesdo dermonecrotica

semelhante a que ocorre no homem (Silva et al., 2004; Elston et al., 2005).

A uniformizacdo dos animais, tanto em sexo, como idade e peso, sdo
fundamentais para a avaliacdo estatistica adequada, reduzindo o numero de variaveis
que poderiam interferir nos resultados avaliados (Sampaio, 2007). Portanto acredita-se
que a escolha de machos e as condi¢des de adaptacdo dos animais pelo periodo de cinco
dias minimizam a influéncia do estrégeno e do cortisol, respectivamente, na reparagédo
das feridas (Martins et al., 2006). A escolha da dose, 20 pg de veneno de L. laeta, foi
baseada em diversos estudos experimentais que utilizaram doses semelhantes capazes
de induzir lesdo dermonecrotica significativa (Phillips et al., 1995; Elston et al., 2005;

Pauli et al., 2009) e também num estudo piloto.
4.2. Transplante das células-tronco mesenquimais obtidas do tecido adiposo

Realizou-se o transplante alogénico das CTMs, para que 0s animais submetidos
ao envenenamento ndo fossem submetido a qualquer situacdo estressante, e assim evitar
interferéncias na cicatrizacdo das feridas, o que poderia comprometer a avaliacdo dos

tratamentos instituidos.

Para esse experimento optou-se o isolamento das CTMs a partir do tecido
adiposo da regido interescapular dos animais. As CTMs oriundas desse tecido estio
ganhando importancia e sua utilizacdo esta cada vez mais frequente em experimentos
envolvendo CTMs. O facil isolamento, excelente capacidade proliferativa, e obtencédo
de grande quantidade de células em um unico procedimento determinam a escolha
dessas células. Essas caracteristicas possibilitam a utilizacdo de menor numero de
animais doadores quando comparado a extracdo de CTMs da medula 6ssea. Um estudo
piloto realizado por nossa equipe comprovou as afirmativas acima, observando-se que a
quantidade de CTMs obtidas e a rapidez de proliferagdo e expansdo celulares, foram
bastante superiores com a utilizacao de tecido adiposo.

4.3. Avaliacdo hematologica

Foram observadas diminuigdes na contagem eritrocitaria (p< 0,05), na

concentracdo de hemoglobina e no volume globular (neste ultimo pardmetro exceto para
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0 grupo que recebeu tratamento com ceélulas-tronco mesenquimais) trés dias apos a
inoculacdo do veneno em todos 0s grupos que receberam veneno, independentemente
do tratamento instituido, com retorno & normalidade seis dias ap6s a inoculagdo do
veneno (Tabela 1, 2 e 3). Esses resultados indicam uma discreta anemia também relata
por Tavares et al. (2004) podendo ser decorrente da hemorragia observada macro e
microscopicamente no local da ferida. Silva et al. (2003) relataram que os eritrdcitos
dos coelhos sdo resistentes a hemolise induzidas pelo veneno de Loxosceles spp.,
provavelmente, pela auséncia de glicoforina na superficie dos eritrécitos dessa espeécie,
que um importante alvo para os componentes hemoliticos do veneno. Todavia, Barreto
et al. (2007), observaram que o veneno de L. gaucho, apesar de ndo ocasionar hemdlise
em coelhos, foi capaz de alterar a funcdo dos eritrécitos por alteracdo na permeabilidade
de membrana. Sabe-se que alteracBes precoces nos parametros hematoldgicos sdo
dificieis de ser observadas em acidentes envolvendo humanos e animais, ja que a
maioria dos pacientes é admitida a consulta ap6s 48 horas do acidente (Malaque et al.,
2002).

Tabela 1- Valores médios do niimero de eritrécitos (X10%pl) de coelhos inoculados com &gua
ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap6s a inoculagéo do veneno de Loxosceles laeta, tratados
com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs) e associagdo de Dap e
CTMs.

Dias CN CP Dap CTMs Dap+CTMs
0 4,79 4,794 4,44 % 4,66~ 513"
3 4,83 3,75°% 3,79°% 3,82°% 3,92
6 4,61 4,07 B¢ 4,047 4,058 4,22 B¢
9 4,46 4,50 A° 4,434 4,258 4,698
12 4,24 5,19 A 4,45 A 4,46 A 4,48 ABC

*Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacao logaritmica 10 e foram analisados
pelo teste de Tukey. Letras maiusculas e minGsculas diferentes referem-se a valores
estatisticamente significativos nas colunas e linhas respectivamente (p< 0,05).

* Valores de referéncia de eritrécitos totais segundo Carpenter (2012): 4-8 X10%/pl

Tabela 2- Valores médios do volume globular (%) de coelhos inoculados com &gua ultrapura
(CN) e de coelhos, antes e ap6s a inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS

(CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs) e associacdo de Dap e CTMs.
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Dias CN CP Dap CTMs Dap+CTMs

0 32,60 30,88 A8 29,52 29,66 33,42
3 32,86%® 25,14 A¢ 26,34 40,42° 26,86
6 31,24 29,20 A8 29,04 28,58 29,10
9 30,44 31,76 " 31,18 30,02 32,30
12 30,42 36,14 B 31,50 31,48 30,68

*Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacéo logaritmica 10 e foram analisados
pelo teste de Tukey. Letras maiusculas e minusculas diferentes referem-se a valores
estatisticamente significativos nas colunas e linhas respectivamente (p< 0,05).

* Valores de referéncia do hematdcrito segundo Carpenter (2012): 30-50%

Tabela 3- Valores médios da concentragdo de hemoglobina (g/dL) de coelhos inoculados com
agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e apos a inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta,

tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs) e associacdo de

Dap e CTMs.
Dias CN CP Dap CTMs Dap+CTMs
0 10,66 10,18 9,66 10,22 10,72
3 11,14° 7,94° 8,24° 8,18° 8,22°
6 10,22 9,39 8,94 9,04 9,20
9 10,10 10,16 9,92 9,34 10,08
12 9,08% 11,86 9,76 9,04% 9,82°

Os dados foram analisados pelo teste de Tukey. Letras mailsculas e minusculas diferentes
referem-se & valores estatisticamente significativos nas colunas e linhas respectivamente (p<
0,05).

* Valores de referéncia da concentragdo de hemoglobina segundo Carpenter (2012): 8-17,5 g/dL

Em relagéo ao leucograma observou-se leucocitose significativa nos grupos CP,
DAP e CTMs, trés dias apds a inoculacdo do veneno (Tabela 4), principalmente por
aumento de neutrofilos e linfécitos (Tabela 5). Esses valores séo similares aos
observados por Tavares et al. (2004) e Mcglasson et al. (2007) 72 horas apo0s a
inoculagéo de 10 pg de veneno de L. gaucho e L. reclusa respectivamente, em coelhos.

Tabela 4- Valores médios do numero de leucdcitos totais (ul) de coelhos inoculados com agua

ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap6s a inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados
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com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacdo de Dap e
CTMs.

Dias CN CP Dap CTMs CTMs + Dap
0 7.325%8 5.096" 6.200" 9.120% 6.620
3 11.180" 15.088" 15.3428 16.360° 10.440
6 5.380" 5.292%* 5.660" 5.400% 6.700
9 5.280" 4.700% 5.940" 5.820% 6.500
12 5.380" 4.600" 4.700% 5.480% 6.120

*Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacao logaritmica 10 e foram analisados
pelo teste de Tukey. Letras maiusculas e minusculas diferentes referem-se a valores
estatisticamente significativos nas colunas e linhas respectivamente (p<0,05).

* Valores de referéncia de nimero de leucocitos totais (X 10°/ul) segundo Carpenter (2012): 5-
12.

A observacdo do numero de leucécitos na circulacdo sanguinea é variavel e
dependente do tempo de coleta ap6s o envenenamento, assim como da dose do veneno
aplicada (Silva et al., 2003; Mcglasson, et al., 2007, Malaque et al., 2011). Silva et al.
(2003) observaram leucopenia intensa em coelhos, 24 horas ap6s a inoculacdo do
veneno de L. intermedia, com posterior normalizacdo do nimero de leucdcitos cinco
dias ap6s o envenenamento. A leucopenia esta relacionada a neutropenia observadas no
mesmo periodo. Esse fato ocorre pela migracdo massiva de neutréfilos para o tecido,
horas ap6s o acidente, ocasionando em um decréscimo transitério de leucocitos na
circulagdo sanguinea (Tavares et al., 2004). No presente estudo ndo se observou
leucopenia durante o periodo experimental e sim leucocitose trés dias ap06s a inoculacao
do veneno. Todavia, no grupo Dap+CTMs o nimero de leucdcitos totais, assim como
de neutrofilos e linfocitos permaneceram dentro dos valores fisiol6gicos para a espécie
durante todo o periodo experimental. A auséncia de leucocitose nesse grupo sugere uma
acdo benéfica do tratamento de CTMs quando associada & dapsona na evolucdo da
ferida dermonecrotica, visto que ela é extremamente dependente da infiltracdo
neutrofilica (Smith e Micks, 1970, Elston et al., 2000; Ospedal et al., 2002).

Tabela 5- Valores médios do nimero de neutrdfilos, linfécitos e mondcitos (ul) de coelhos
inoculados com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e apds a inoculacdo do veneno de
Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs)

e associacéo de Dap e CTMs.
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Tempo Grupos

(M
(dias) CN CP Dap CTMs Dap+CTMs
0 5,09+1,97°°  321#1,7%  427+1,49"  431+2,06"  4,93%1,20
3 7,52+3,58"  8,93+9,0°  948+3,88°  10,46%2,28°  7,28+4,27
Neutréfilos 6 1,84+0,59°  2,77+1,3"  2,36+0,86"C 2,56x+1,32"  3,89+1,06
(x10° cels/ul) 9 2,94+153°%  1,86+0,1"  2,02+1,03°  3,03+0,32"  3,59+0,82
12 3,67+1,28"®  2,60£0,9"  2,85+0,49"°  3,33x0,70"  4,51+1,04
0 1,91+0,95 1,69+061"  1,4+0,25" 0,430,46 1,47+0,66
3 4,0940,25 5,68+4,09°  5,6+4,5° 5,10+0,46 3,06+0,29
Linfécitos 6 2,48+1,32 3,10£0,6"®  3,02+0,28"5¢ 2,73+0,48 2,44%0,63
(x10% céls/ pl) 9 2,39+0,73 2,07+0,6"®  3,16+0,79°%¢  2,64+0,74 2,78+0,24
12 1,51+0,48 2,42+1,91"  1,72#056"°  1,93+0,48 1,36+0,23
0 0,3#0,15"®  0,21#0,07* 0,49+0,35"  0,3120,08"  0,28+0,09"°
3 0,69+0,13°  0,89#0,17° 0,74x0,14"  0,790,3° 0,42+0,25°
Mondcitos 6 0,23x0,09"  0,26+0,13* 0,17+0,13°  0,09+0,01®  0,26+0,16"®
(x10° céls/ pl) 9 0,16+0,03"*  0,17+0,05* 0,11+0,06®  0,14+0,03®  0,13+0,04"
12 0,14+0,06"  0,16+0,06" 0,14+0,59°  0,15x0,11°  0,25+0,15"°

*Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacao logaritmica 10 e foram analisados
pelo teste de Tukey. Letras maiusculas e minusculas diferentes referem-se a valores

estatisticamente significativos nas colunas e linhas respectivamente (p< 0,05).

A avaliacdo plaquetaria € um importante parametro para avaliacdo da hemostasia
dos animais acometidos pelo loxoscelismo, ja que a coagulacdo intravascular é um
achado constante nessa sindrome (Elston, 2000). A trombocitopenia ocorre de forma
precoce nos acidentes por Loxosceles spp., devido ao consumo intenso durante a
hemorragia no local da picada (Silva et al., 2003). Valores minimos de plaquetas foram
observados 24 horas apds o envenenamento (Pauli et al., 2009), com reestabelecimento
da normalidade cerca de 72 horas apds. No presente estudo, apesar de terem sido
observadas algumas diferencas (p< 0,05), principalmente com relacdo ao tempo, néo
foram vistas alteracdes relevantes de trombocitopenia, com excecdo na Ultima coleta do
grupo CP (Tabela 6). Esse valor ndo pode ser relacionado ao tratamento instituido e
nem mesmo a acdo do veneno, j& que trata-se de um grupo que recebeu como
tratamento PBS, considerada uma substancia inerte, e ao fato que a trombocitopenia é
um evento precoce e transitorio assim como observado em diversos estudos (Tavarez et
al., 2004; Pauli et al., 2009).
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Tabela 6- Valores médios do niimero de plaquetas (X 10%pul) de coelhos inoculados com &gua
ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap6s a inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados
com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacdo de Dap e
CTMs.

Dias CN CP Dap CTMs Dap+CTMs
0 291,00 *® 273,60"° 212,00% 299,00 A 315,20 #
3 220,80 # 378,80 ® 343,60 *® 365,40 * 359,20
6 390,00 540,70 501,60 615,80 % 588,80
9 405,20 ® 295 ,00° 406,20 B¢ 431,80 # 426,40
12 413,00 B 135,00 *° 304,80 AB® 351,60 4 387,00 4

*Para avaliagdo estatistica os dados sofreram transformacdo raiz quadrada e foram analisados
pelo teste de Tukey. Letras maiusculas e minGsculas diferentes referem-se a valores
estatisticamente significativos nas colunas e linhas respectivamente (p<0,05).

* Valores de referéncia do nimero de plaquetas, segundo Carpenter (2012): 290-650 X 10°/pl

4.4. Coagulograma

A afericdo do tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina
parcialmente ativada (TTPa) sdo medidas importantes que auxiliam na avaliacdo da
hemostasia do animal, representando os fatores extrinsecos e intrinsecos da cascata de

coagulacao respectivamente (Kaneko, 2008).

Os valores de TP (Tabela 7), e TTPa (Tabela 8) permaneceram dentro dos
valores de referéncia para a espécie durante todo o experimento, inferindo-se que néo
houve ativacdo generalizada da cascata de coagulacdo, assim como evidenciou Tavares
et al. (2004).

E possivel que durante as primeiras horas alguns fatores da coagulagio tenham
sido consumidos no sitio lesional, devido aos distlrbios hemorragicos que ocorrem no
local. A normalidade do TP e TTPa pode ser explicada pelo fato que, o aumento dos
tempos em ambos os testes somente ocorre com deplecdo de mais de 70% de pelo

menos um dos fatores envolvidos nas cascatas intrinsecas e extrinsecas (Kaneko, 2008).

Tabela 7- Valores médios do tempo de protrombina (segundos) de coelhos inoculados com agua

ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap6s a inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados
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com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMSs) e associacdo de Dap e
CTMs.

Dias CN CP Dap CTMs CTMs + Dap
0 8,00 8,94 8,72 8,86 8,62
3 8,10 7,84 7,46 7,66 7,44
6 8,44 8,10 7,80 7,64 7,80
9 8,38 7,54 8,36 8,00 7,84
12 8,14 8,50 8,72 8,24 8,36

Os dados foram analisados pelo teste de Tukey, p> 0,05

Tabela 8- Valores médios do tempo de tempo de tromboplastina parcialmente ativada
(segundos) de coelhos inoculados com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e ap6s a
inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-
tronco mesenquimais (CTMs) e associacdo de Dap e CTMs.

Dias CN CP Dap CTMs CTMs+ Dap
0 19,86 20,49% 19,528 15,20"° 14,00
3 18,52% 12,82 20,588 20,36"5¢ 15,04%
6 17,16 17,84"8 13,84* 12,60* 14,50
9 15,30 17,668 14,40"8 17,26"8 15,82
12 19,52 17,82%8 20,26™®° 25,72°¢ 18,98

Os dados foram analisados pelo teste de Tukey.
* Letras mailsculas e minusculas diferentes referem-se a valores estatisticamente significativos

nas colunas e linhas respectivamente (p<0,05).

4.5. Avaliacdo bioquimica

A uréia e creatinina sao analitos avaliados rotineiramente para avaliacdo da
funcdo excretora renal, e com isso sdo utilizadas para verificar a possibilidade do
desenvolvimento de insuficiéncia renal, apos lesdo, seja ela aguda ou cronica. Ja foi
demonstrado que o veneno da Loxosceles spp. pode atuar diretamente nos tubulos e
glomérulos renais, ocasionando em edema glomerular e nefrose tubular e
consequentemente em insuficiéncia renal aguda (Chaim et al., 2006). Porém sabe-se
também que a hemoglobina plasmatica liberada durante a hemolise intravascular no
loxoscelismo cutaneo-visceral é uma das causas de insuficiéncia renal (Tavares et al.,

2004). No presente estudo, ndo foram observadas diferengas nos valores séricos de uréia
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(Tabela 9) e creatinina em relacdo aos padrdes fisiologicos para a espécie (Carpenter,
2012). Com excecdo do nono dia pds-inoculagdo de veneno em que se observou
diferenca (p<0,05) para a creatinina entre o grupo CN (animais saudaveis) e o grupo CP
(animais envenenados tratados com PBS), ndo foram observadas outras diferencas entre
o0s tratamentos e tempos de coleta para esse analito (Tabela 10). Essa diferenca apesar
de estatisticamente comprovada, ndo tem significado clinico, pois os valores se
mantiveram entre os valores fisiol6gicos para a espécie durante todo o periodo
(Carpenter, 2012). Portanto pode ser explicada por variacdes individuais, ja que valores
mais altos de creatinina, no grupo controle negativo ja eram encontrados desde a

primeira coleta.

Tabela 9- Valores médios da concentracdo de ureia sérica (mg/dl) de coelhos inoculados com
agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e apos a inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta,
tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs) e associacdo de
Dap e CTMs.

Dias CN CP Dap CTMs CTMs + Dap
0 31,60 28,45 19,31 24,55 21,90
3 25,03 27,80 25,40 28,90 25,73
6 26,49 20,63 24,81 28,61 25,29
9 25,78 31,05 31,32 31,24 26
12 28,68 30,28 24,84 32,26 29,10

Os dados foram analisados pelo teste de Tukey, p>0,05.

*Valores de referéncia de uréia sanguinea, segundo Carpenter (2012): 15-50 mg/dl

Tabela 10- Valores médios da concentragdo de creatinina sérica (mg/dl) de coelhos inoculados
com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e apds a inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta,
tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs) e associacao de
Dap e CTMs.

Dias CN CP Dap CTMs CTMs + Dap
0 1,48 0,54 0,52 0,60 0,86
3 2,02 1,02 0,78 0,71 0,94
6 2,42 1,51 0,91 1,09 0,88
9 2,55° 0,59° 0,78% 0,83% 0,94%
12 1,95 1,14 0,96 0,89 0,96
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Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacdo raiz quadrada e foram analisados
pelo teste de Tukey. Letras minUsculas diferentes referem-se a valores estatisticamente
significativos nas linhas (p<0,05).

* Valores de referéncia de creatinina sanguinea segundo Carpenter (2012): 0,5-2,6 mg/dl

A creatina quinase € uma enzima encontrada em pequenas quantidades em todos
os tecidos musculares, inclusive no tecido cardiaco. O aumento de seus valores
associados ao aumento de sua isoenzima MB € considerado marcador para o diagnostico
e acompanhamento de leséo cardiaca ou infarto do miocardio (Kaneko et al., 2008). No
presente estudo todos os grupos apresentaram valores acima dos de referéncia para a
espécie (Kaneko et al., 2008), porém diferencas estatisticas somente foram observadas
nos grupos que receberam veneno, independentemente do tratamento instituido (Tabela
11). Aumento significativo foi observado trés dias ap6s a coleta em todos 0s grupos.
Percebeu-se a grande flutuagdo desta enzima neste estudo, dificultando a sua
interpretacdo. Esses valores indicam uma possivel acdo cardiotdxica do veneno de L.
laeta em coelhos, assim como ineficacia das terapias instituidas em diminuir essa
possivel lesdo cardiaca. Lopes et al. (2010) observaram aumento dessas enzimas em
camundongos, 4 horas apds a inoculacdo experimental de veneno de L.intermedia,
associado ao encontro de fracBes do veneno no tecido cardiaco. Aumento de CK
isolada, assim como observaram Franca et al. (2002) em um relato de dois casos, sugere

processo de rabdomidlise.
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Tabela 11- Valores médios da concentracdo de creatina quinase sérica e sua fracdo MB (U/L) de
coelhos inoculados com &gua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e apés a inoculagdo do veneno
de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais

(CTMs) e associacdo de Dap e CTMs.

Tempo (T) Grupos
(dias) CN CP Dap CTMs Dap+CTMs
0 635,22° 1199,75™"®  1016,02*"  1324,98%  1849,05""
3 757,04° 1993,42%°®  2273,12"™  3081,26"® 325358
Creatinaquinase 6 571,62° 1930,35"™  1546,68%  1762,77"®  1928,16™EC
9 463,01° 522,16 777,76 973,02 1412,84°*
12 471,92° 792,70""  1047,85™"%  1742,32"%  3713,5%
0 626,18 739,89"° 694,5 1138,30 1598,2
3 744,80 1834,25°  1191,43 1802,77 2672,46
Creatinaquinase 6 686,5 1253,48"%  1444,96 1166,91 1919,71
FracioMB 9 400,07° 476,22 608,78% 922,50% 1267,66"
12 406,74 296,03 716,63% 1167,80  2410,09°

*Para avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacao logaritmica e foram analisados pelo
teste de Tukey. Letras mailsculas e minasculas diferentes referem-se a valores estatisticamente

significativos nas colunas e linhas respectivamente (p< 0,05).

O aumento nas concentracdes plasmaticas de AST é um bom indicador de lesdo
de hepatdcito, pois essas enzimas sdo bastante ativas no figado e podem ser facilmente
detectaveis em discretas quantidades. Essas também podem estar presentes em outras
celulas, como as musculares e eritrocitos, sendo liberadas devido a lise celular bem

como aumento da permeabilidade de membrana (Kaneko, 2008).

Apesar de Christoff et al. (2008), terem encontrado fragfes de veneno no figado,
associados a micro lesGes nos hepatdcitos e aumento precoce nas enzimas hepaticas, no
presente estudo ndo foram observados alteragdes nos valores da AST (Tabela 12).
Segundo Malaque et al. (2011), a observacdo do aumento dessa enzima em 9% dos
pacientes humanos atendidos em um hospital de S&o Paulo, esta relacionada a hemolise
massiva, e associada ao aumento nos valores de bilirrubina indireta, principalmente nos
pacientes que foram diagnosticados com loxoscelismo cutaneo-visceral. A auséncia de
alteracdo nos valores de AST nesse experimento pode ser explicada pela auséncia de
alteracdes hemoliticas, bem como auséncia do loxoscelismo cutaneo-visceral nos

coelhos envenenados. Somente foi observado maior valor médio de AST (p<0,05) no
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grupo CN quando comparado ao grupo CP nove dias ap6s a inoculagcdo do veneno. Este
valor observado no CN nesse periodo ndo tem significado clinico, j& que os valores se
mantiveram dentro dos valores de referéncia, e pode ser explicado pela variacdo

individual entre a espécie (Carpenter, 2012).

Tabela 12- Valores médios da concentracdo de aspartato aminotransferase (U/L) de coelhos
inoculados com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e apds a inoculagcdo do veneno de
Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-tronco mesenquimais (CTMs)
e associacao de Dap e CTMs.

Dias CN CP Dap CTMs CTMs + Dap
0 59,93 35,55 57,50 63,54 79,13
3 47,38 36,06 54,04 47 44 54,04
6 78,16 50,77 55,71 61,75 59,38
9 94,65° 28,88" 47,97* 54,15% 41,75®
12 107,83 4748 73,96 49,95 63,51

*Para a avaliacdo estatistica os dados sofreram transformacdo logaritmica 10 e foram analisados
pelo teste de Tukey. Letras minGsculas diferentes referem-se a valores estatisticamente
significativos nas linhas (p<0,05).

* Valores de referéncia séricos de AST segundo Carpenter (2012): 12-113 U/L.

O proteinograma e o fracionamento eletroforético sdo ferramentas auxiliares que
podem ser utilizadas no diagnostico de afec¢des infecciosas, traumaticas e inflamatorias
como ocorre no loxoscelismo. Nos coelhos o tracado eletroféretico das proteinas
plasmaticas revelou seis bandas distintas: albumina, alfa-globulinas 1 e 2, beta-
globulinas 1 e 2 e gama-globulinas (Figura 4). Os valores observados no tempo 0 em
todos os grupos estdo de acordo com Ozkan et al. (2012), que observaram que a
proteina total pode variar de 4,5-12,2 mg/dL em coelhos adultos.

No presente trabalho observou-se decréscimo de albumina associados ao
aumento de alfa-1 e alfa-2 globulina e normalidade nos valores de gama globulinas
séricas em todos 0s grupos no terceiro dia apés a inoculagdo do veneno de L. laeta, com
diferenga (p< 0,05) observada somente na fragdo alfa-2 globulina (Tabela 13). Esse
perfil eletroforético é encontrado nos processos inflamatérios agudos (Silva et al.,
2005). A albumina é considerada uma proteina de fase aguda negativa de processos

inflamatdrios, ja que tem sua sintese alterada pelo figado em resposta a uma variedade
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de estresses como inflamacGes, infec¢do bacteriana e toxinas (Silva et al., 2005). Ja a
alfa-1 globulina é uma fragdo composta principalmente pela haptoglobina, considerada
uma importante proteina de fase aguda positiva, aumentando suas concentracfes em
processos inflamatorios. Ha ainda que se considerar que a haptoglobina aumenta em
processos hemoliticos (Barreto et al., 2007), o que ndo ocorre nos coelhos expostos ao

veneno, justificando a falta de aumento estatistico consideravel observado na alfa-1

globulina.

E SR —

Figura 4- Tragado eletroforetico das proteinas plasmaticas dos coelhos em que

observam-se seis bandas distintas: a) albumina, b) alfa-globulinas 1, c) alfa-

globulinas 2, d) beta-globulinas 1, e) beta-globulinas 2, f) gama globulinas.
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Tabela 13- Valores médios de proteina total, albumina, alfa globulinas (1 e 2), beta globulinas
(1 e 2) e gama globulinas de coelhos inoculados com agua ultrapura (CN) e de coelhos, antes e
apos a inoculagdo do veneno de Loxosceles laeta, tratados com PBS (CP), dapsona (Dap),
células-tronco mesenguimais (CTMS) e associacdo de Dap e CTMs.

Tempo/
0 3 6 12
Parametros
Proteina total | CN 4,7 5,15 5,33 45 4,53
(mg/dL) cpP 5,92 5 5 6,2 5,7
DAP 5,35 5,52 5,24 4,84 5,28
CTMs 5,26 5,52 5,12 4,84 5,68
DAP+CTMs | 5,28% 6,12° 4,96%° 4,76° 5,9°
Albumina CN 3,56 3,14 2,9478 2,7 3,06
(mg/dL) CP 3,54 3 3,48"8 3,45 3,32
DAP 3,53 2,9 2,82°8 2,091 3,38
CTMs 3,6° 2,89% 2,535 2,04 3,36%
DAP+CTMs 331 2,81 2,737 2,94 3,58
Alfa-1 CN 0,33 0,16 0,36 0,18 0,14
(mg/dL) cpP 0,14 0,33 0,4 0,18 0,18
DAP 0,16 0,18 0,53 0,18 0,15
CTMs 0,18 0,2 0,22 0,19 0,19
DAP+CTMs 0,18 0,27 0,28 0,17 0,16
Alfa-2 CN 0,34% 0,36® 0,4375P 0,34%® 0,242
(mg/dL) CcP 0,43 0,66™ 0,6748¢ 0,44 0,45%
DAP 0,39% 0,55 0,798¢ 0,38% 0,33
CTMs 0,372 0,57 0,36" 0,39% 0,48%
DAP+CTMs 0,35 0,70° 0,36 0,34 0,36°
Beta-1 CN 0,407 0,677 0,89° 0,66 0,597
(mg/dL) CP 0,928%® 1,258° 1,21% 0,97 0,84°B2
DAP 0,69"8 0,738 0,83 0,7 0,8"8
CTMs 0,59"8 0,82"8 0,73 0,72 0,85"8
DAP+CTMs 0,958 1,0978P 0,80% 0,69 1,0882
Beta-2 CN 0,25 0,46" 0,60"8 0,42 0,34
(mg/dL) CcP 0,60° 1,175¢ 0,928%¢ 0,83® 0,512
DAP 0,40? 1,008° 0,43% 0,46° 0,412
CTMs 0,35% 0,85"B0 0,55"82 0,43 0,58%°
DAP+CTMs 0,30% 1,035¢ 0,56"80 0,42% 0,52%
Gama CN 0,20 0,35 0,26 0,29 0,31
(mg/dL) cpP 0,29 0,31 0,34 0,32 0,40
DAP 0,19 0,16 0,16 0,20 0,22
CTMs 0,18 0,18 0,20 0,17 0,23
DAP+CTMs 0,20 0,21 0,22 0,20 0,20
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Médias seguidas de letras mailsculas e minusculas diferentes referem-se a valores
estatisticamente significativos nas colunas e linhas, respectivamente, submetidas a analise de

variancia e ao teste de Tukey com (p<0,05).

4.6. Avaliacgao das feridas

A avaliacdo macroscopica efetuada diariamente, para fins de estadiamento,
propiciou o acompanhamento sistematico da evolugdo da ferida dermonecrotica e as
diferengas entre os grupos tratados. A dose de veneno de L. laeta administrada induziu
uma tipica les@o que se iniciou com a formacdo de um halo hemorréagico quatro horas
apos, associado a edema, eritema e discreta sensibilidade ao toque, variaveis em
tamanhos conforme o individuo (Figura 5a). Apds 48 horas verificou-se que a area
hemorréagica se degradou em uma area central de necrose azulada (Figura 5b), dando
lugar a formacgdo de uma crosta quatro dias ap6s a inoculacdo do veneno (Figura 5c),
gue no ultimo dia de avaliacdo ja estava pouco aderida a pele do animal (Figura 5d).
Essas fases constituem a evolucdo da ferida dermonecrotica no loxoscelismo observada
tanto em humanos como em alguns modelos animais (Ferrara et al., 2009; Pauli et al.,
2009). Diferentemente dos ratos e camundongos, que ndo desenvolvem a ferida
dermonecrética, os coelhos sdo considerados o melhor modelo experimental para o
estudo do loxoscelismo cutaneo (Silva et al., 2004; Elston et al., 2005). Observou-se, no
entanto, que a evolucdo das feridas nos coelhos foi mais rapida do que a que ocorre nos
humanos (Malaque et al., 2002; Silva et al., 2004; Tambourgi et al., 2010). Isso pode ser
explicado pelo fato de se tratar de feridas experimentais, em que ha maior controle do
local lesional. Estudos clinicos e epidemiologicos em humanos relatam que 86,9%
(Sezerino et al., 1998); 96,4% (Malaque et al., 2002) dos pacientes admitidos em
hospitais de Santa Catarina e S&o Paulo respectivamente, apresentaram a forma cuténea
da doenca.
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Figura 5- Evolucdo da ferida dermonecrética de coelhos Nova Zelandia apds inoculagdo do

veneno de Loxosceles laeta. A) Ferida com halo hemorragico evidente quatro horas ap6s a
inoculacgdo de veneno. B) Ferida dermonecroética apresentando area central de necrose azulada, 48
horas ap6s a inoculagdo do veneno. C) Ferida dermonecroética com uma crosta bem definida,
quatro dias ap6s a inoculagdo do veneno. D) Ferida dermonecrética no Gltimo dia de avaliacao,
observa-se que a crosta esta pouco aderida a pele.

4.6.1. Avaliacdo morfomeétrica e obtencdo do percentual de contracdo das feridas

A anaélise morfométrica para obtencdo do percentual de contracdo das feridas
durante a evolugdo do processo cicatricial mostrou ser um método eficiente e de facil
aplicabilidade. A avaliacdo da taxa de contracdo das feridas, e ndo da area por si,
elimina as diferencas causadas por feridas de diferentes tamanhos iniciais, ja que se
obteve, mesmo inoculando a mesma quantidade de veneno nos animais, uma

variabilidade grande dentro e entre 0s grupos experimentais.
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Observa-se através das medias de contracdo das feridas, que os grupos tratados
com CTMs e associacdo entre Dap+CTMs apresentaram recuperacdo tecidual mais
répida, do que o grupo controle positivo (Tabela 14). Além disso, observa-se que no ao
final de 12 dias, o percentual de contracdo das feridas foi cerca de 15% maior quando
utilizados como tratamento Dap, CTMs e associacdo entre as duas terapias, porém sem

diferenca significativa (p>0,05) (Figura 6).

As CTMs podem proporcionar uma cicatrizagdo mais répida e eficaz devido ao
estimulo a reepitelizacdo, estimulo a proliferacdo fibroblastica e estimulo para
neovascularizagdo, assim como observaram Neto et al. (2012) e Kim et al. (2013). Esses
estimulos ocorrem principalmente por efeito paracrino, através de producdo de fatores
soliveis, como moléculas bioativas e fatores de crescimento que promovem

microambiente para reparacdo tecidual (Caplan, 2007; Harman, 2013).

Os ensaios clinicos que utilizaram dapsona apresentam resultados contraditérios.
O efeito benéfico da dapsona nas feridas dermonecréticas ocasionadas pelo
loxoscelismo, assim como comprovada nesse experimento quando associada com
CTMs, ja foi observada por Rees et al. (1985), que utilizaram dapsona em ensaios
clinicos com pacientes humanos, associado ou hdo com com excisdo cirdrgica precoce e
Barret et al. (1994) que utilizaram como modelo experimental cobaias. Por outro lado,
Phillips et al. (1995) e Elston et al. (2005) ndo observaram diferengas estatisticas na
diminuicdo do tamanho das feridas quando utilizaram a dapsona para o tratamento,
utilizando coelhos como modelo experimental. Vale ressaltar que a taxa de contracédo
das feridas € um método mais eficaz para avaliar a cicatrizacdo de feridas que ndo sdo
homogéneas inicialmente, assim como as feridas dermonecréticas advindas da

inoculacdo do veneno de Loxosceles spp.
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Tabela 14- Valores médios percentuais de contracdo de feridas cutdneas de coelhos apds a
inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta tratados com PBS (CP), dapsona (Dap), células-

tronco mesenquimais (CTMs) e associacdo de dapsona com células-tronco mesenquimais

(Dap+CTMs)

Dia CP Dap CTMs Dap + CTMs
3 35,47+30,81" 55,21+36,66" 40,10+30,26" 51,37+31,72"
6 54,49+26,8"% 76,77+22,9"®  69,25+30°  78,81+27,16°
9 58,42+27,27° 79,15+22,43° 75:86+27,71°  81,26+23,24°
12 67,04+26,36° 83,86+20,07° 81,40+22,36° 86,38+16,18°

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes referem-se a valores estatisticamente

significativos nas colunas, submetidas a analise de variancia e ao teste de Tukey com (p<0,05).
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Figura 6- Grafico de linhas demonstrando a porcentagem de contracdo das feridas
dermonecroticas em coelhos de acordo com o tratamento instituido até o 12° dia ap0ds
inoculacdo de 20 pg de veneno de Loxosceles laeta. CP= PBS, DAP= Dapsona, CTMs=

Células-tronco mesenquimais, DAP+ CTMs= Dapsona+ células-tronco mesenquimais.
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4.7. Avaliacdo histopatologica das lesdes

Em relacdo as alteragBes histopatoldgicas observadas apés coloragdo com H.E,
0s animais do controle positivo apresentaram extensas areas de necrose, intenso
infiltrado neutrofilico, hemorragia intradérmica e focos de mineralizagcdo, comprovados
pela coloragdo com método de von Kossa (Figura 7) assim como observaram Elston et
al. (2000) e Ospedal et al. (2002). Alguns estudos histopatologicos prévios descrevem
infiltracdo eosinofilica precoce (Maynor et al., 1997; Elston et al., 2000). Portanto, neste
estudo, a auséncia de infiltracdo eosinofilica pode ser explicada pelo tempo de coleta

das amostras histopatoldgicas (Phillips et al., 1995).

-
-

-

Figura 7: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles laeta
apos coloracdo especial com von Kossa (100x). Notam-se multiplos nddulos enegrecidos

delimitados na derme de coelhos, evidenciando calcificacéo tecidual.

Os animais do grupo tratado com dapsona apresentaram lesdes menos
significativas com areas de mineralizagdo e angiogénese. Os tratados com as CTMs
apresentaram reagdes similares aos que receberam dapsona. No grupo em que associou-
se as CTMs e dapsona foram observadas lesdes consideravelmente mais discretas, assim

como discreto infiltrado inflamatério (Figura 8).
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Figura 8- Fotomicroscopia de pele de coelhos Nova Zeléndia apos inoculagdo de veneno de
L.laeta e tratamento com a associacdo de CTMs e dapsona, corada por hematoxicilina e eosina
(400x). Observa-se discreto infiltrado inflamatério polimorfonuclear (seta) e discreta

hiperqueratose ortoceratotica (canto superior direito).

A invasao neutrofilica tecidual é considerada uma das principais causas da lesdo
dermonecrdtica observadas no loxoscelismo (Smith e Micks, 1970; Silva et al., 2004).
Isso pode ser comprovado no grupo CP, em que associado a formagéo de crostas e dano
na epiderme, derme superficial e profunda, observou-se intenso infiltrado inflamatério
predominantemente neutrofilico (Figura 9). Em contraste, nos grupos em que as lesdes
foram menos evidentes, infitracbes neutrofilicas discretas foram observadas, como
ocorreu no grupo que recebeu tratamento com a associagdo de dapsona e CTMs. Isso
pode ser explicado pelo efeito antiagregador leucocitario da dapsona, ja descrito por
alguns autores (Rees et al., 1985; Booth et al., 1992; Barret et al., 1994; Hogan et al.,
2004), bem como pelo efeito imunomodulador das CTMs, que atenuam a inflamacéo e
reprogramam o sistema imune local favorecendo a reparacdo tecidual e inibindo a

formacao de tecido fibrotico exuberante (Nauta e Fibbe, 2007; Jackson et al., 2012).
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Figura 9- Fotomicroscopia da pele de coelhos em que foram aplicados 20ug do veneno e tratados

com PBS, ap6s coloragcdo com hematoxicilina e eosina (400x). A) Presenca de crosta fibrinonecrdtica

(canto direito) e descontinuidade da epiderme. B) Presenca de intenso infiltrado inflamatério

neutrofilico (setas).

As observacgoes realizadas nos grupos que receberam CTMs provavelmente
ocorreram devido ao estimulo positivo sobre as células locais, como queratindcitos e
células progenitoras (Harman, 2013). As CTMs tem a capacidade de interagir com o
microambiente local, atrair células progenitoras, diferenciar em outros tecidos e
produzir uma série de fatores sol(veis, como citocinais e fatores de crescimento que
influenciam positivamente na cicatrizagdo de feridas cronicas como as observadas no
loxoscelismo cutaneo (Hocking e Gibran, 2010; Harman, 2013). Além disso, as CTMs
tem um efeito imunomodulador na inflamacdo local da pele, sugerindo que ela pode ser

aplicada em pacientes com feridas de dificil cicatrizacdo (Kim et al., 2013)
4.7.1. Avaliagdo das fibras colagenas

Para a avaliacdo das fibras colagenas, optou-se por realizar dois métodos
diferentes: identificacdo do colageno total pela coloracdo de tricromico de Massom, e
identificacdo e quantificagdo dos coldgenos maduros e imaturos pela coloracdo de
Picro-sirius Red. A quantificacdo e diferenciacdo do coladgeno tornam-se importantes
para avaliar o estagio de cicatrizacdo, ja que na evolucdo desse processo, observa-se
organizacdo colagénica, assim como substituicdo gradual do colageno imaturo pelo
maduro (Reinke e Sorg, 2012).
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Os animais submetidos ao tratamento com dapsona e associacdo de dapsona e
CTMs demonstraram uma quantidade maior de fibras colégenas totais do que os outros
grupos (p>0,05) (Tabela 15). Esse aumento foi proporcionado pelo aumento no
colageno do tipo I, que representa colageno maduro, porem sem diferenca (p>0,05) em
relacdo aos grupos que receberam outros tipos de tratamentos (Tabela 16). Nesses
animais as CTMs podem ter induzido ou estimulado a diferenciagdo de células
envolvidas no processo de reepitelizagdo, como os fibroblastos, aumentando a
deposicdo de colageno no sitio lesional (Figura 11), assim como demonstraram Neto et
al. (2012). Além disso, as CTMs promovem angiogénese e estabilidade vascular,
condigcbes extremamente importantes para nutricdo adequada dos fibroblastos e
consequentemente producdo adequada da matriz extracelular e tecido de granulagéo
(Jackson et al., 2012). A quantidade maior de colageno tipo | observada em todos os
grupos € esperada, ja que este representa 87% do colageno da derme de animais
saudaveis. Durante o processo inicial de cicatrizacdo, a razdo entre colageno tipo I e tipo
I11, diminui para 2:1, em decorréncia da producdo e deposic¢do de colageno imaturo na
derme (Cha e Falanga, 2007) assim como observado nesse experimento nos grupos em

que realizou-se ferida dermonecrética experimental.

Tabela 15- Médias das areas ocupadas em pixels por coldgeno em coelhos Nova Zelandia de
acordo com os diferentes tipos de tratamentos instituidos ap6s coloracdo com tricromico de

Massom em amostras coletadas 12 dias ap6s a inoculacdo do veneno de Loxosceles laeta.

Grupos Coléageno total
Controle negativo 396125,70"
Controle positivo 582954,90""
Dapsona 679998,50"°
Células-tronco 590493,40"°
Dapsona+células-tronco 742.477,60°

Letras maiusculas diferentes representam valores estatisticos diferentes nas colunas pelo teste de

Tukey em que p<0,05.
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Figura 10- Identificagdo das fibras colagénicas em coelhos Nova Zelandia pela coloragdo tricromico

de Massom. A) Animal inoculado com veneno de L. laeta e tratado com PBS (CP), em que se
observam feixes corados em azul que representam colageno (200x). B) Animal inoculado com
veneno de L.laeta e tratado com associacdo de dapsona e células-tronco mesenquimais
(DAP+CTMs), em que se observam feixes de coldgeno mais organizados e em maior quantidade
(200x).

Tabela 16- Valores médios da area ocupada em pixels por colageno maduro (tipo 1) e imaturo
(tipo 111) em coelhos Nova Zelandia de acordo com os diferentes tipos de tratamentos instituidos

em amostras coletadas 12 dias ap0s a inocula¢do do veneno de Loxosceles laeta

Grupos Coléageno tipo | Coléageno tipo 1 Razdo CO I/
CO I

Controle negativo 275.233,50 50.503,73" 5,44

Controle positivo 246.363,16 182.065,60"° 1,35

Dapsona 356.885,40 180.533,50"° 1,97

Células-tronco 297.216,94 185.910,70"° 1,60

Dapsona+células- 356.202,60 263.654,70° 1,35

tronco mesenquimais

Letras maitsculas diferentes representam valores estatisticos diferentes nas colunas pelo teste de
Tukey em que p<0,05. Para analise de variancia dos dados referentes ao colageno tipo I,
realizou-se transformacdo (Log10). CO I= colageno tipo I; CO lll= colageno tipo IlI.
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Figura 11- Identificacdo das fibras colégenas tipo | (vermelha) e tipo Il (verde) pela técnica de

Picro-sirius Red na pele de coelhos, doze dias apds inoculagdo experimental com veneno de
Loxosceles laeta. A) Animal do grupo controle positivo, em que se nota predominio absoluto de
fibras coldgenas marcadas em vermelho, que representam as fibras colagenas maduras, do tipo |
(aumento de 400X). B) Animal do grupo tratado com a associagdo de dapsona e células-tronco, em
que se observa uma organizacao maior das fibras colagenas e presenca de fibras colagenas imaturas,

do tipo 111, marcadas por uma coloracéo esverdeada (aumento de 400X).

5. CONCLUSOES

A dose de 20 pg de veneno de L. laeta foi capaz de induzir lesdo dermonecrética
em coelhos. Comprova-se que os coelhos sdo excelente modelo experimental para
avaliacdo de tratamentos em feridas dermonecroticas ocasionadas pelo loxoscelismo, ja
que a inoculacéo intradérmica desse veneno é capaz de produzir lesdes dermonecroéticas
muito similares as observadas em acidentes naturais em humanos.

Os resultados hematoldgicos e bioquimicos ndo demonstraram alteragdes
compativeis com loxoscelismo sistémico, embora algumas variagdes tenham ocorrido.
Porém nenhuma das alteragdes observadas pode ser relacionada ao tipo de tratamento
realizado, contudo, as terapias associadas ou em monoterapia ndo produziram efeitos
colaterais sisttmicos, o que fornece uma maior seguranca na sua utilizacdo para

tratamento de feridas dermonecroticas.
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As CTMs isoladas e associadas com dapsona proporcionaram recuperacdo
tecidual mais rapida o que sugere que possuem efeito positivo na cicatrizagdo de feridas
desse tipo. Além disso, os exames histopatoldgicos realizados demonstraram menor
grau de lesdo tecidual, menor intensidade inflamatdria e maior deposicdo de fibras
colagénicas quando comparados com o grupo tratado com PBS, indicando um grande
potencial na utilizacdo de células-tronco em terapias regenerativas ap6s acidente com a

“aranha marrom”’.
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