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RESUMO

Os acidentes botropicos representam cerca de 87% dos
envenenamentos ofidicos registrados no Brasil e se destacam pelas graves
sequelas que limitam a vida do acidentado. O principal efeito toxico local destes
€ a mionecrose, que pode levar a perda tecidual permanente e a amputagéo. A
mionecrose pode ser decorrente da isquemia do tecido muscular, causada por
fatores hemorragicos presentes nestes venenos (metaloproteases), ou da
presenca de miotoxinas (PLA,S) que afetam diretamente o tecido muscular. O
método mais eficaz para o tratamento dos envenenamentos ofidicos é a
soroterapia passiva. No entanto, esta é limitada devido a relativa ineficacia do
soro em neutralizar a mionecrose dos venenos botropicos, além de muitas
comunidades nao terem acesso a soroterapia. Estes fatores conduzem a busca
de métodos alternativos, como o uso de extratos vegetais. Evidéncias mostram
gue o extrato aquoso da Casearia sylvestris, conhecida popularmente como
“‘guacatonga, é capaz de neutralizar efeitos toxicos de venenos brutos e de
suas miotoxinas isoladas. A Casearia sylvestris apresenta diversos outros
efeitos terapéuticos como: anti-séptico, antiinflamatoério, anestésico local, anti-
tumoral, anti-Ulcera e cicatrizante. Devido a escassez de estudos experimentais
para avaliar a eficacia de extratos vegetais na reducdo dos danos locais
ocasionados pelo envenenamento botrépico, torna-se importante avaliar a
potencial atividade antiofidica da Casearia sylvestris. O presente estudo teve
por objetivo investigar o uso do extrato aquoso da Casearia sylvestris, como
terapéutica topica dos efeitos locais do envenenamento botrépico experimental
em camundongos. Foi avaliada a capacidade do extrato bruto da planta em
neutralizar a mionecrose induzida pelo veneno da Bothrops jararacussu e/ou
acelerar o processo de regeneracdo muscular. O estabelecimento da
mionecrose e 0 processo regenerativo foram acompanhados por analise
morfolégica do musculo e avaliagdo funcional in vivo da resposta motora,
realizada pelo teste da barra giratéria. A observacdo do aspecto geral do
musculo in situ e a analise histologica revelaram diminuicdo da lesdo apés 24
horas e 3 dias da administracdo do veneno no grupo que foi tratado com

aplicacdo topica diaria do extrato aquoso de Casearia sylvestris (EACS).



Decorridos 14 e 21 dias da administracdo do veneno, a analise morfométrica
mostrou menor frequéncia de fibras com areas pequenas no grupo que foi
tratado com o EACs. Estes resultados sugerem que, neste grupo experimental,
os danos locais induzidos pelo veneno foram menores. Esta hipdtese é
corroborada pelas imagens obtidas por microscopia confocal que revelaram
diminuicdo da dispersédo de receptores de acetilcona no grupo tratado com o
extrato,apés 21 dias do envenenamento experimental. Tais achados s&o
compativeis com a presenca de fibras musculares maduras. Os resultados do
estudo funcional também sugerem a parcial neutralizagdo do veneno pelo
extrato visto que, apos 24 horas do envenenamento, jA ndo se observou
comprometimento da atividade locomotora do grupo tratado com o extrato, em
relacdo ao grupo controle. Além disso, decorridos 7 dias, houve um aumento
de fibroblastos e colageno nos grupos que receberam o EACs. Em concluséo,
nossos resultados mostram que o0 extrato aquoso da Casearia sylvestris
protegeu, inicialmente, as fibras musculares do efeito miotdxico do veneno e

estimulou a cicatrizacdo posteriormente.

Palavras-chave: Compostos vegetais; Envenenamento botrépico; Mionecrose.



ABSTRACT

Bothrops accidents represent about 87% of snakebites recorded in Brazil
and account for serious the consequences that affect the life of the victim with
social and economic repercussions. Its main toxic effect is myonecrosis, which
can lead to permanent tissue loss and amputation. Myonecrosis may result from
muscle tissue ischemia, hemorrhage caused by factors present in these
venoms (metalloproteases), or the presence of myotoxins (PLA,S) that directly
affect muscle tissue. The most effective treatment is passive serotherapy.
However, this is limited due the relative ineffectiveness of the serum to
neutralize the myonecrosis of Bothrops venoms and the lack of access to
serotherapy by many communities. These factors lead to alternative methods
such as the use of plant extracts. Evidence shows that the aqueous extract of
Casearia sylvestris, known popularly as "guacatonga", is able to neutralize the
toxic effects of venom and their crude myotoxins isolated. Casearia sylvestris
presents several other therapeutic effects such as, antiseptic, antiinflammatory,
local anesthetic, anti-tumor, anti-ulcer and wound healing. Due to the scarcity of
experimental studies to evaluate the efficacy of plant extracts in reducing the
harm caused by Bothrops envenomation, it is important to evaluate the potential
activity of antiophidic Casearia sylvestris as a complement to conventional
serum therapy. The present study aimed to investigate the use of aqueous
extract of Casearia sylvestris, topical therapy as complementary to local effects
of Bothrops envenomation in experimental mice. We evaluated the ability of the
crude extract of the plant to neutralize myonecrosis induced by the venom of
Bothrops jararacussu and / or accelerate the process of muscle regeneration.
The onset of myonecrosis and the regenerative process were characterized by
morphological analysis of the muscle and functional evaluation of muscle
motor response in vivo, conducted by rota-rod test. The observation of the
general appearance of the muscle in situ and histological analysis revealed
reduced injury after 24 hours and 3 days of administration of poison in the group
treated with daily topical application of agueous extract of Casearia sylvestris
(RCTs). After 14 and 21 days of administration of poison, morphometric



analysis showed a lower frequency of the amount of fibers with small areas in
the group treated with ASCs. These results suggest that in this experimental
group, local damage induced poison were lower. This hypothesis is supported
by the images obtained by confocal microscopy which showed decreased
dispersion of receptors acetilcona in the group treated with the extract after 21
days of experimental poisoning. These findings are consistent with the
presence of mature muscle fibers. The study results also suggest the functional
partial neutralization of the venom extract since after 24 hours of poisoning
there was no impairment of locomotor activity of the extract-treated group,
compared with the control group. In addition, after 7 days, there was an
increase of fibroblasts and collagen in the groups receiving the RCTs. In
conclusion, our results show that the aqueous extract of Casearia sylvestris
protected initially muscle fibers myotoxic effect of the poison and subsequently

stimulated healing.

Keywords: Vegetables compounds; Poisoning bothropic; myonecrosis.
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ACh = acetilcolina

AChE = acetilcolinesterase

BthTX-I= bothropstoxina-I

Cs = Casearia sylvestris

CI =cloro

DLso = concentracdo da toxina capaz de matar 50% da populagéo testada
EACs = Extrato aquoso de Casearia sylvestris
EPM = erro padrdo da média

g = grama

HE = hematoxilina eosina

i.m. = intramuscular

JNM= Jung¢&o Neuromuscular
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N = nimero de animais

PLA,s = fosfolipases A,
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Hg = micrograma

pl = microlitro

um %= micrometros
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INTRODUCAO




Os acidentes causados por serpentes sdo um problema de saude publica
particularmente importante em paises tropicais e subtropicais da Africa, Asia e
América Latina (Gutiérrez et al., 2006; kasturiratne et al., 2008; Gutiérrez et al.,
2011). As principais vitimas sdo trabalhadores rurais jovens que vivem distantes
dos Servicos de Saude e que podem morrer antes de receber o tratamento
adequado (Brasil, 2001; Gutiérrez et al., 2006). Os sobreviventes freqientemente
apresentam sequelas fisicas e psicoldgicas altamente incapacitantes (Kasturiratne
et al., 2008). Em funcdo da dimensdo dos efeitos sécio-econdmicos sobre a
populacdo os acidentes ofidicos, recentemente, foram incluidos na lista de
doencas tropicais negligenciadas pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
2011).

A estimativa da incidéncia dos envenenamentos ofidicos, bem como, da
morbidade e da mortalidade a eles associada ndo € precisa, j& que
frequentemente estes acidentes ndo sdo notificados ou as informagbes séo
colhidas com omissdes (Kasturiratne et al., 2008). A ultima avaliagdo mundial
indicou que no periodo de 1985 e 2007 ocorreram, anualmente, cerca de 420.000
acidentes ofidicos com 20.000 mortes (Kasturiratne et al., 2008). No Brasil foram
notificados, entre 2000 e 2007, 24.000 casos/ano (De Oliveira et al., 2009). De
acordo como o Sistema Nacional de Informacfes Toéxico-Farmacoldgicas, tais
acidentes constituiram a segunda principal causa de intoxicagbes em humanos,
com 20% dos casos registrados, sendo superados apenas por intoxicagOes
provocadas por medicamentos com 30,9% das notificacdes em 2007 (Sinitox,

2009).



No Brasil, destacam-se o0s acidentes ofidicos causados por serpentes
pertencentes a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae cujos principais géneros
sao: Bothrops Crotalus e Lachesis. Os acidentes botropicos correspondem a cerca
de 87,0% das notificacdes (De Oliveira et al., 2009). As Bothrops sé&o encontradas
em todo territorio nacional e habitam ambientes Umidos como mata, areas
cultivadas, locais de proliferacéo de roedores, zonas rurais e periferias de grandes
cidades (Brasil, 1991). A espécie mais imponente do género é a Bothrops
jararacussu (Fig. 1), encontrada desde o sul da Bahia até o noroeste do Rio

Grande do Sul.

Figura 1- Serpente Bothrops jararacussu

Disponivel em: (http://www.fiocruz.br/sinitox_novol.../Quadro%20da%20Miniatura.htm)




Os venenos botrépicos sdo misturas complexas constituidas principalmente
por proteinas (70 a 90%), em sua maioria toxinas ou enzimas com atividade
toxica. Entre as enzimas destacam-se: fosfolipases A,, L-aminoacido-oxidases,
hialuronidases, metaloproteinases, cininogenases, enzimas trombina-simile, além
de varias esterases, endopeptidases e fosfatases (Devi, 1968; Iwanaga & Suzuki,
1979; Calvete et al., 2009). A fracdo n&o-protéica dos venenos ofidicos é
representada por carboidratos, lipideos, aminas biogénicas e componentes
inorganicos como metais divalentes (Calvete et al., 2009).

O envenenamento botrépico é caracterizado por sintomas locais incluindo
dor de carater progressivo, edema, hemorragia, dermatonecrose e mionecrose
(Rosenfeld, 1971; Gutiérrez et al., 1989; Franca & Malaque, 2009; Gutiérrez et al.,
2011). Sao observados também efeitos sistémicos incluindo; distirbios na cascata
da coagulacdo sanguinea que podem precipitar a coagulacdo intravascular
disseminada, hemorragias devido a destruicdo do endotélio vascular e, em casos
graves, choque hipovolémico e necrose renal aguda decorrente do depdsito de
mioglobina nos tubulos renais (Amaral et al., 1985; Boer-lima et al., 1997; Franca
& Malaque, 2009).

O Unico tratamento oficial para os envenenamentos ofidicos ainda € a
soroterapia passiva (Brazil, 1901 a e b; Calmette, 1907). Os soros antiofidicos sdo
concentrados de imunoglobulinas obtidos por hiperimunizagdo de diversos
animais, principalmente equinos (Brasil, 2001). Estes soros tém acao restrita aos
acidentes causados pelas espécies de serpentes cujos venenos foram utilizados
no processo de hiperimunizacéo (Brasil, 2001). Embora os soros neutralizem os

efeitos sistémicos dos envenenamentos ofidicos em geral, estes séo ineficientes
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na neutralizacdo da mionecrose, permitindo que a difusdo da peconha aconteca, o
que ocasiona o quadro de intensa leséo tecidual ao redor do local da picada
(Cardoso et al., 2003).

Deve-se ressaltar que a mionecrose promovida pelos venenos botrdpicos é
um efeito toxico local severo, que pode levar a perda tecidual permanente e a
amputacédo, desabilitando o acidentado (Gutiérrez & Lomonte, 1989 e 1995; Otero
et al.,, 2002). Tais efeitos constituem um problema importante, pois sao
desencadeados muito rapidamente apds a inoculacao do veneno o que dificulta a
neutralizacdo se o soro for administrado varias horas apdés o acidente.
Frequentemente ocorrem complicagbes como infeccdes que complicam ainda
mais 0 manejo deste quadro e nos casos graves podem desencadear a sindrome
compartimental que requer fasciotomia (Gutiérrez & Lomonte, 1995; Gutiérrez &
Ownby, 2003).

A patogénese desta mionecrose € complexa e envolve a agdo combinada
de diferentes componentes do veneno, como toxinas hemorragicas e fosfolipases
A2 miotéxicas, bem como, a posterior liberacdo de mediadores da resposta
inflamatéria (Rosenberg, 1990; Ownby et al., 1999; Gutiérrez & Rucavado, 2000;
Gutiérrez & Ownby, 2003).

As toxinas hemorragicas, também denominadas hemorraginas, sao
enzimas proteoliticas do tipo metaloproteinases cuja atividade enzimatica depende
da presenca do ion zinco no seu sitio ativo. Estudos bioquimicos indicam que as
metaproteinases sdo capazes de degradar as proteinas que formam a lamina
basal dos capilares. Como consequéncia, o endotélio vascular sofre diversas

alteragdes que culminam com a formacgéao de rupturas ou “gaps” através dos quais
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ocorre hemorragia. Esta hemorragia pode levar a isquemia do tecido muscular
contribuindo para a instalagdo da mionecrose (Gutiérrez & Rucavado, 2000;
Gutiérrez & Ownby; 2003).

As miotoxinas sao proteinas que afetam diretamente as células musculares
originando lesdo celular irreversivel (Mebs, 1986; Gutiérrez & Lomonte, 1995;
Gutiérrez & Ownby, 2003). Estas proteinas sdo estruturalmente semelhantes as
enzimas fosfolipases A, (PLA;) que catalisam a hidrélise dos glicerofosfolipideos
de membrana, convertendo-os em acidos graxos e lisofosfolipideos (Van Deener
& De Haas, 1963; Burke & Dennis, 2009). As PLA,s miotOxicas apresentam baixo
peso molecular (14 a 18 kDa) e elevada semelhanca estrutural, sendo
subdivididas em PLA,s classicas (cataliticamente ativas) e PLA, homologas
(cataliticamente inativas). As PLA;s classicas sdo enzimas dependentes de célcio
caracterizadas pela presenca do residuo de acido aspartico conservado na
posicdo 49, sendo denominadas Asp49-PLA,s (Kaiser et al., 1990). As PLA.s
homoélogas diferenciam-se das classicas pela substituicdo do residuo de acido
aspartico na posicao 49 por residuos de lisina, serina, glutamina ou asparagina
(ver Gallacci & Cavalcante, 2010 para revisdo) De particular importancia sao as
gue apresentam um residuo de lisina na posicdo 49, sendo estas conhecidas
como Lys49-PLA,s (Lomonte et al., 2003). A presenca do residuo de lisina nesta
posicdo inviabiliza a ligacdo do co-fator calcio nas PLAzs-Lys49 homologas,
conseqguientemente, estas proteinas sdo desprovidas de atividade enzimatica
(Gutiérrez & Owmby, 2003). Todavia, a despeito de serem cataliticamente inativas,

as Lys49PLA,, encontradas nos venenos botrépicos, induzem intensa mionecrose



através de um mecanismo Ca®"independente (Ownby et al., 1999; Gutiérrez &
Ownby, 2003; Lomonte et al., 2003).

A gravidade dos efeitos locais dos envenenamentos botrépicos e as
limitacbes da soroterapia na prevencao de tais efeitos elevam a importancia do
estudo de tratamentos complementares. As plantas medicinais representam
importante fonte de compostos capazes de auxiliar no tratamento de
envenenamentos ofidicos como terapéutica complementar para a soroterapia
convencional (Soares et al., 2004).

Ensaios bioldgicos, estudos etnobotanicos e etnofamacolégicos reportam
gue aproximadamente 850 espécies de plantas apresentam ou podem apresentar
atividade antiofidica (Soares et al.,, 2004). Dentre estas plantas, encontra-se a
Casearia sylvestris (familia Flacourtiaceae), conhecida popularmente como
“‘guacatonga” (Fig. 2) (Borges et al.,, 2001; Cavalcante et al.,, 2007; Cintra-
Francischinelli et al., 2008). Esta planta é encontrada em toda a América Latina e
particularmente ao longo de toda a extensdo do territério brasileiro (Hack et al,
2005). A Casearia sylvestris possui diversos efeitos terapéuticos conhecidos na
medicina popular como: anti-séptico, antiinflamatoério, anestésico local, anti-
tumoral, anti-Ulcera, cicatrizante, e anti-ofidico (Itokawa et al., 1990; Basile et al.,
1990; Raslan et al., 2002).

No tocante a atividade antiofidica, evidéncias experimentais revelaram que
0 extrato aquoso de Casearia sylvestris inibe as atividades miotoxica,
edematogénica e aumenta a taxa de sobrevivéncia dos ratos injetados com doses
letais de diversos venenos botropicos, apos a pré-incubacdo com este extrato.

Além disso, por meio deste mesmo tipo de estudo, foi observada uma inibicdo das
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atividades hemorragica e anticoagulante dos ratos injetados com diversos
venenos botropicos (Borges et al., 2000, 2001).

O extrato aquoso de Casearia sylvestris, através de estudos in vitro,
também mostrou inibicdo do bloqueio neuromuscular e de lesdes musculares em
ratos submetidos a acdo de venenos botropicos e crotalicos (Cavalcante et al.,
2007). Subsequentemente, Cintra-Francischinelli et al., 2008 verificaram uma
atividade antiofidica do extrato metandlico de Casearia sylvestris, onde se
observou uma reversao do bloqueio neuromuscular e mionecrose induzidos pelo
veneno bruto de Bothrps jararacussu e de sua maior toxina (BthTX-I). Da Silva et
al., 2008 indicaram que o &cido elégico (flavondide), um principio ativo encontrado
na planta Casearia sylvestris, mostrou eficiéncia na inibicdo das atividades
edematogénicas e miotdxicas provocadas por venenos bruto da Bothrps
jararacussu e de suas miotoxinas PLA; (BthTX-lI), o que sugere uma
potencialidade desta planta como fonte de principios ativos para o tratamento

deste envenenamento.



Figura 2- Casearia sylvestris

Disponivel em: (http://www.biologo.com.br/plantas/cerrado/guacatonga.html)

Devido a escassez de estudos experimentais para avaliar a eficacia de
extratos vegetais na redugcédo dos danos locais ocasionados pelo envenenamento
botrépico e suas sequelas fisicas e sociais, tornam-se importante avaliar a
potencial atividade antiofidica do extrato aquoso de Casearia sylvestris na
neutralizacdo da mionecrose promovida pelos venenos botrépicos, bem como a
sua subseqgiente regeneracdo, com o intuito de complementar a soroterapia

convencional.



OBJETIVO
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Objetivo Geral:

Investigar a eficacia do extrato aquoso bruto da Casearia sylvestris como
terapéutica topica para os efeitos locais do envenenamento botrépico experimental

em camundongos.

Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos do extrato bruto da Casearia sylvestris sobre a evolugéo
da mionecrose induzida pelo veneno bruto da Bothrops jararacussu através de
abordagens morfoldgica (microscopia optica, eletrénica e confocal) e funcional in

vivo (teste da barra giratéria).
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MATERIAIS E METODOS
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1 - Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (20-25g), machos, adultos, fornecidos
pelo Biotério Central da UNESP, campus de Botucatu. Os animais foram alojados
no Biotério do Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociéncias do
Campus de Botucatu e mantidos em gaiolas abastecidas com agua e racdo ad
libitum, em ambiente com temperatura controlada (24 + 2°C) e ciclo claro-escuro
(12/12 h).

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de
ética em experimentacado animal do IB, protocolo n° 324.

Os animais foram agrupados em:

e Controle (com administracdo i.m. de 50pl de salina).

e VBBj (Veneno bruto de Bothrops jararacussu na dosagem de
2ug/g i.m. dissolvidos em de 50ul de salina).

e EACs (Administracdo topica de Casearia sylvestris bruta em
extrato aquoso na proporcdo de 1:5 veneno/EACs, 1 vez ao dia/21 dias, apoés a
administragdo i.m. de 50ul de salina).

e VBBj + EACs (Veneno bruto de Bothrops jararacussu na
dosagem de 2ug/g i.m. dissolvidos em de 50ul de salina + administracao topica de
Casearia sylvestris bruta em extrato aquoso na proporcao de 1:5 veneno/EACs, 1

vez ao dia/21 dias).
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2 - Drogas e Reagentes

Foram empregadas as seguintes drogas e reagentes: Veneno bruto
liofilizado de Bothrops jararacussu; Casearia sylvestris bruta em extrato aquoso;
Hematoxilina (Dindmica); eosina (Dinamica); a-bungarotoxina conjugada a
rodamina (Rh-BTX — Molecular Probes T1175); Triton X-100 1% (Sigma T9284) e
colagenase 1% (Tipo I-Sigma C-0130). O veneno da Bothrops jararacussu
liofilizado foi cedido pelo Departamento de Farmacologia, do Instituto de
Biociéncias da Unesp de Botucatu. O extrato aquoso de Casearia sylvestris foi
cedido pelo Dr. Paulo Sérgio Pereira da Unidade de Biotecnologia, Universidade
de Ribeirdo Preto, UNAERP, Ribeirdo Preto-SP, Brasil. Exsicatas da espécie
(HPMU 531) foram depositadas no Herbario da Unidade de Biotecnologia da
Universidade de Ribeirdo Preto-UNAERP, e identificadas pelo Dr. Chau Ming da

Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP de Botucatu.

3 - Inducédo da Mionecrose

A mionecrose foi induzida pela administracdo do veneno bruto da Botrhops
jararacussu (2 pg/g em 50 pl de solugcdo salina fisiolégica) no musculo tibial
anterior (TA) do membro esquerdo dos camundongos, de acordo com Melo &

Ownby (1999).

14



4. Aspecto Geral do Musculo Tibial Anterior in situ

O aspecto geral do musculo tibial anterior in situ foi observado através de
fotografias destes musculos apos a administragcdo do veneno e dos tratamentos
para avaliar o grau da hemorragia e do edema nos grupos experimentais. Esta

analise foi realizada nos periodos de 24 horas, 3, 7 14 e 21 dias.

5. Andlise Morfolégica sob Microscopia Optica

Apés a inducdo da mionecrose e do tratamento, o musculo tibial anterior foi
submetido a avaliagdo Histologica no Laboratorio de Biologia do Musculo Estriado
do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus
de Botucatu.

Fragmentos do musculo tibial anterior foram fixados em solugcdo de Bouin,
gue consiste em 7,5 mL de &cido picrico; 2,5 mL de formaldeido e 5 mL de acido
acético, e incluidos em historresina. Cortes transversais de 3 um de espessura
foram obtidos em micrétomo e submetidos a coloragdo hematoxilina e eosina
(coloragéo HE) para a avaliagcdo da morfologia geral das fibras musculares através
do sistema de andlise de imagens computadorizado (Qwin, Leica Germany).
Todos os grupos experimentais foram observados nos periodos de 24 horas, 3, 7

14 e 21 dias.
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6. Analise Morfométrica da Area das Fibras Musculares

As preparacdes histologicas coradas com HE foram submetidas a analise
semiquantitativa apés 14 e 21 dias da administracdo do veneno e do tratamento.
Em cada musculo foram analisados 4 campos microscoépicos diferentes. A area
das fibras foi medida nos quatro campos diferentes, com aproximadamente 200
fibras musculares em cada amostra, e estas fibras foram separadas em classes de
areas para avaliar a frequéncia de cada uma nos diferentes grupos. As diferentes
classes de areas de fibras foram representadas como porcentagem do numero
total de fibras medidas. Esta analise foi realizada utilizando um sistema de analise

de imagens computadorizado (Leica Qwin, Germany).

7. Analise Ultra-estrutural sob Microscopia Eletrénica.

A avaliacdo ultra-estrutural foi realizada no Centro de Microscopia
Eletrénica do Instituto de Biociéncias — UNESP — Botucatu. Amostras do musculo
tibial anterior foram fixadas por 4 horas em solugéo de Karnovsky com a seguinte
composicao: glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%, tampao fosfato Sorensen
0,1 M, pH = 7,4. Posteriormente foram lavadas em tetroxido de O6smio 1%,
desidratados em concentracdes crescentes de acetona e embebidos em resina
Epon. Cortes de 1,5 ym de espessura foram corados com acetato de uranila e
citrato de chumbo e observados em Microscopio Eletrénico de Transmissdo
(Tecnai Spirit-Fei Company). Esta avaliacao foi feita apos 14 dias da inducédo da

mionecrose e do tratamento.
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8. Andlise de Receptores Nicotinicos na JNM sob Microscopia Confocal

Os mausculos tibial-anterior dos antimeros esquerdos foram reduzidos a
regido que continha o ponto motor. Estes musculos foram fixados com
paraformoldeido 2% e submetidos ao protocolo para marcagédo dos receptores de
acetilcolina. Apés fixagcdo por 15 min, os fragmentos musculares foram lavados
com PBS (14 g de fosfato de sodio monobasico, 4,3 g de fosfato de potassio
dibasico anidro e 72 g de cloreto de sédio em 1 L de agua destilada, pH 7.5) varias
vezes e, com o0 objetivo de se inativar o fixador foram incubados com glicina 0,1 M
por 20 min em agitador orbital. Apés lavagem com PBS os musculos foram
incubados com colagenase 1% (Tipo I-Sigma C-0130) por 20 min no agitador,
para que o tecido conjuntivo que restava preso ao musculo se desprendesse. A
seguir foram lavados com PBS e os nAChRs foram marcados com a-
bungarotoxina conjugada a rodamina (Rh-BTX — Molecular Probes T1175,1: 1000
em PBS) durante 30 min no agitador. ApOs este periodo, os musculos foram
lavados com PBS e incubados com Triton X-100 1% (Sigma T9284) durante 1
hora, para permeabilizacdo das fibras musculares e posteriormente foram
montados em lamina sob laminula.

Os receptores de acetilcolina marcados com a-bungarotoxina associada a
rodamina dos musculos tibial anterior dos grupos estudados, foram observados
utilizando-se o microscopio confocal de varredura a laser (Leica ® -TCS-SP5)

integrado a um microscopio invertido de fluorescéncia DABCO - (Sigma). Para a
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microscopia confocal foram utilizadas as objetivas de 20X e de 40X com imersao
em Oleo. A linha de 568nm foi utilizada para excitar a rodamina. O brilho e o
contraste foram mantidos constantes para todos os grupos. Imagens de um unico
plano focal ou de grupo de imagens de varios planos focais foram adquiridas com
auxilio do software do fabricante e salvas em um disco 6ptico. Esta observacéo foi
realizada nos periodos de 24 horas, 7, e 21 dias da inducdo da mionecrose e

tratamento.

9- Estudo Funcional in vivo (Teste da Barra Giratéria- Rotarod)

O procedimento da barra giratéria avalia a integridade do sistema motor. O
procedimento consistiu em colocar o animal sobre uma barra que gira a uma
velocidade fixa (15 r.p.m.) e avaliar o nUmero de quedas que o animal teve em um

determinado tempo. (DUNHAM et al.,1957).

Antes de realizar os experimentos, os camundongos foram treinados
diariamente por um periodo de 180 segundos, durante 5 dias no cilindro rotativo
(15 rpm). Um, 3, 7, e 21 dias apos a injeccdo de 2,0 pg/g de veneno sozinho ou
com os tratamentos, os animais foram submetidos ao teste de rotarod e 0 numero
de quedas que o animal teve foi registrado no periodo de 180 segundos. O
tratamento com EACs foi aplicado uma vez ao dia para os grupos tratamento,

incluindo uma primeira aplicacdo 5 minutos apds a injecédo do veneno.
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10. Anédlise Estatistica

Os resultados dos experimentos realizados no estudo funcional in vivo
foram agrupados em média e erro padrdo da média (EPM) e submetidos a analise
estatistica utilizando-se a andlise de variancia (ANOVA), para a comparacdo dos
grupos experimentais. A analise foi complementada através do teste de
comparacdes multiplas de Tukey-Kramer. O nivel de significancia estabelecido foi
de 5%. Para a andlise da distribuicdo de frequéncias da area das fibras foi
utilizado o teste de Goodmam, onde cada grupo experimental foi alocado em uma
coluna. Este teste mostra as comparacfes entre colunas de uma tabela,

apontando assim, as diferencas entre estas colunas.
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RESULTADOS
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1. Aspecto Geral do Masculo Tibial Anterior in situ

As figuras de 3 a 7 ilustram, ao longo de 21 dias, o aspecto geral in situ do
musculo tibial-anterior de camundongos submetidos ao envenenamento
experimental com dose Unica do veneno da Bothrops jararacussu (2ug/g, i.m.).
Decorridas 24 horas da administracdo do veneno constatou-se o estabelecimento
de extensa mionecrose, caracterizada por edema e hemorragia local (Fig.3C).
Apés 3 dias, um aspecto semelhante, porem menos intenso, foi observado
(Fig.4C). A partir do sétimo dia, o processo de regeneracao torna-se evidente com
progressiva reducdo do edema e da hemorragia local, evoluindo assim, até o
décimo quarto dia (Figs.5C e 6C). Ao vigésimo primeiro dia o musculo apresenta
aspecto normal (Fig. 7C).

A administracéo tépica do EACs (1:5 veneno/EACs, 1 vez ao dia/21 dias),
reduziu parcialmente os efeitos toxicos locais do veneno (Figs 3D a 7D). Apés 24
horas, 3 e 7 dias, constatou-se diminuicdo do edema e da hemorragia (Figs 3D a
5D), quando comparados ao grupo veneno. A partir do décimo quarto dia, os
musculos submetidos ao tratamento com o EACs ja apresentaram um aspecto
normal (Figs 6D e 7D).

Deve se ressaltar que o grupo experimental controle (Figs 3A a 7A), que
recebeu apenas salina (50pl, i.m.), bem como o grupo EACs (Figs 3B a 7B), que
recebeu salina (50pl, i.m.) e aplicacdo topica de EACs, apresentaram musculos

com aspecto macroscopico normal em todos os periodos analisados.
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Figura 3. Aspecto geral in situ do musculo tibial anterior de camundongos ap6s 24 horas
da administracdo de dose Unica de veneno bruto da Bothrops jararacussu (2ug/g i.m.). (A)
Musculo controle (grupo salina 24 horas) exibindo aspecto normal. (B) (grupo salina +
EACs 24 horas) exibindo aspecto normal. (C) (grupo veneno 24 horas) Nota-se a
presenca de mionecrose, com extensa hemorragia e edema. (D) (grupo veneno + EACs
24 horas) Nota-se a presenca de mionecrose, com menor grau de hemorragia e edema,
guando comparados com o grupo veneno. N de 3 por grupo.
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Figura 4. Aspecto geral in situ do muasculo tibial anterior de camundongos apés 3 dias da
administracdo de dose Unica de veneno bruto da Bothrops jararacussu (2ug/g i.m.). (A)
Musculo controle (grupo salina 3 dias) exibindo aspecto normal. (B) (grupo salina + EACs
3 dias) exibindo aspecto normal. (C) (grupo veneno 3 dias) Nota-se intensidade menor de
mionecrose, com pouca hemorragia e edema local, considerando que o mausculo ja
comecgou o0 processo de regeneracao. (D) (grupo veneno + EACs 3 dias) Nota-se a
presenca de pouca mionecrose, com menos hemorragia e edema que o0 grupo veneno 3
dias. N de 3 por grupo.
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Figura 5. Aspecto geral in situ do musculo tibial anterior de camundongos ap6s 7 dias da
administracdo de dose Unica de veneno bruto da Bothrops jararacussu (2ug/g i.m.). (A)
Musculo controle (grupo salina 7 dias) exibindo aspecto normal. (B) (grupo salina + EACs
7 dias) exibindo aspecto normal. (C) (grupo veneno 7 dias) Nota-se reducao progressiva
da mionecrose, com 0 misculo sem hemorragia e sem edema local, considerando que o
musculo esta em processo de regeneracao. (D) (grupo veneno + EACs 7 dias) Nota-se a
reducdo progressiva da mionecrose, considerando que o musculo ja esta praticamente

cicatrizado. N de 3 por grupo.
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Figura 6. Aspecto geral in situ do muasculo tibial anterior de camundongos apds 14 dias da
administracdo de dose Unica de veneno bruto da Bothrops jararacussu (2ug/g i.m.). (A)
Musculo controle (grupo salina 14 dias) exibindo aspecto normal. (B) (grupo salina +
EACs 14 dias) exibindo aspecto normal. (C) (grupo veneno 14 dias) Nota-se reducéo
progressiva da mionecrose, com o musculo sem hemorragia e sem edema local,
considerando que o musculo esta terminando o seu processo normal de regeneracao e
cicatrizacdo. (D) (grupo veneno + EACs 14 dias) Nota-se a auséncia de mionecrose, com
0 musculo j& exibindo seu aspecto normal. N de 3 por grupo.
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Figura 7. Aspecto geral in situ do misculo tibial anterior de camundongos apés 21 dias da
administracdo de dose Unica de veneno bruto da Bothrops jararacussu (2ug/g i.m.). (A)
Musculo controle (grupo salina 21 dias) exibindo aspecto normal. (B) (grupo salina +
EACs 21 dias) exibindo aspecto normal. (C) (grupo veneno 21 dias) Nota-se a auséncia
de mionecrose, com o musculo j4 exibindo seu aspecto normal. (D) (grupo veneno +
EACs 21 dias) Nota-se a auséncia de mionecrose, com o musculo ja exibindo seu aspecto
normal. N de 3 por grupo.

26



2. Microscopia Optica
2.1. Anélise qualitativa do musculo tibial-anterior

Os grupos controle e EACs apresentaram, apds 24 horas, aspecto
histologico normal com presenca de fibras poligonais com nucleos periféricos e
organizadas em fasciculos, sem sinais de lesdo ou processo inflamatério (Figs. 8a
e 8b). Aspecto semelhante foi observado no decorrer de todo o periodo
experimental para os musculos de ambos os grupos (dados ndo mostrados).

Apbés 24 horas, o grupo veneno mostrou intenso edema e infiltrado
inflamatério com neutrofilos dispersos por entre as fibras (Figura 8 c). Estas por
sua vez, apresentavam-se desorganizadas, com formato arredondado e sem
nacleo. Neste mesmo periodo experimental, os musculos do grupo veneno +
EACs mostraram-se mais conservados, com menos edema e infiltrado inflamatorio
discreto quando comparados ao grupo veneno. (Figura 8 d).

A partir do terceiro dia notou-se em ambos 0s grupos, veneno e veneno +
EACs, a reducdo do processo inflamatério com diminuicdo do infiltrado
inflamatério e do edema. Observou-se também a presenca de algumas células
musculares pequenas, basofilas e com nucleo central (Figura 8e e 8f).

Apés 7 dias, os grupos veneno e veneno + EACs apresentaram edema e
infiltrado inflamatério bem menores que nos periodos anteriores. No grupo veneno
observou-se uma grande quantidade de células pequenas com nucleo central,
evidenciando intenso processo de regeneracao tecidual (Figura g). Em contraste,
0 grupo veneno + EACs exibiu um grande nimero de fibras maiores com aspecto

poligonal e nucleo periférico, sugerindo, possivelmente, a menor extensdo do
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processo necrético. Constatou-se também, moderada presenca de células
musculares pequenas com nucleo centralizado, indicando regeneracédo tecidual,
além da presenca de numerosos fibroblastos com producéo de colageno (Figura
h).

Aos 14 dias do envenenamento, em ambos 0s grupos (veneno e veneno +
EACs) ainda se observa a presenca de algumas células em regeneracdo, com
pequeno didmetro e nucleo central, poréem a maioria das fibras ja apresenta
aspecto poligonal normal (Figuras 8 i e 8 j). Neste mesmo periodo, observou-se a
presenca de numerosos fibroblastos com producdo de colageno, somente nos
grupos veneno+EACs (Figura 8 )).

Aos 21 dias, os grupos veneno e o veneno + EACs, apresentaram a maioria
das fibras musculares com aspecto morfolégico normal. (Figuras 8 L e 8 m).
Neste periodo, uma grande quantidade de colageno entre as fibras musculares
ainda era observada no grupo veneno + EACs, embora houvesse reducdo do
namero de fibroblastos (Figura 8m).

No sentido de avaliar a influéncia da frequéncia da administracdo do EACs
sobre a formacéo de fibroblastos e colageno foi desenvolvido, adicionalmente, 1
grupo experimental, no qual o EACs foi aplicado topicamente uma Unica vez apos
a administracdo do veneno (1°dia). Neste caso, também se observou apés 14 dias
intensa proliferacdo de fibroblastos e producéo de colageno (Fig. 8n). Entretanto,
aos 21 dias, ndo se constatou a presenca de fibroblastos e de coldgeno, e sim, de

fibras musculares com seu aspecto morfolégico normal (Fig. 80).
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Figura 8A . Fotomicrografias dos cortes histoldgicos de musculos tibial anterior corados por hematoxilina &
eosina (aumento original, 40x). (a) Mdsculo controle, grupo salina 24 horas, exibindo morfologia normal. (b)
Grupo salina + EACs 24 horas, exibindo morfologia normal. (c) Grupo veneno 24 horas mostrando maior grau
de mionecrose, infiltrado inflamatério e edema. (d) Grupo veneno + EACs 24 horas demonstra diminuigdo do
edema, do infiltrado inflamatério e menor grau de mionecrose. (e) Grupo veneno 3 dias observa-se menos
infiltrado inflamatério, mas evidente edema e mionecrose, e presenca de células pequenas com nucleo
central (f) Grupo veneno + EACs 3 dias nota-se menos infiltrado inflamatdrio, edema e mionecrose, e
presenca de algumas células pequenas arredondadas e com nucleo central mostrando inicio da regeneracao.
N de 5 por grupo. ) Indica infiltrado inflamatério. (=) Indica célula arredondada, baséfila e com nicleo
central.(‘% indica edema entre as células.
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Figura 8B . Fotomicrografias dos cortes histolégicos de musculos tibial anterior corados por hematoxilina & eosina
(aumento original, 40x). (g) Grupo veneno 7 dias pouco infiltrado inflamatério e presenca de varias células pequenas e com
nucleo central. (h) Grupo veneno + EACs 7 dias, presenca de algumas células arredondadas e com nucleo central e
proliferagdo de fibroblastos e colageno. (i) Grupo veneno 14 dias mostra poucas células pequenas com ntcleos centrais, e
bastante células com seu aspecto normal poligonal e nucleo periférico, indicando processo de regeneragdo. (j) grupo
veneno + EACs 14 dias mostra poucas células com nucleo central, varias com seu aspecto normal e nicleo periférico, mas
ainda com bastante proliferagéo de fibroblastos e produgéo de colageno. (L) Grupo veneno 21 dias mostra a maioria das
células com seu aspecto normal poligonal e nacleo periférico, mostrando regeneragéo muscular. (m) Grupo veneno + EACs
21 dias mostra varias células com seu aspecto normal, mais intensa presenca de colageno, demonstrando aumento no
processo cicatricial neste grupo com o tratamento. N de 5 por grupo. (E,'>Indica célula arredondada, basdfila e com nucleo
central.ﬁﬁr) Indica presenca de fibroblastos com colageno.
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Figura 8C. Fotomicrografias dos cortes histolégicos de musculos tibial anterior corados por hematoxilina &
eosina (aumento original, 40x). (n) grupo veneno + EACS 14 dias, com aplicagdo topica do extrato de Cs
somente apos a administracdo do veneno (10 dia), mostra algumas células pequenas baséfilas com nucleo
central, mas ainda com bastante proliferac8o de fibroblastos e producéo de coldgeno. (0) Grupo veneno +
EACS 21 dias, com aplicacdo tépica do extrato de Cs somente apés a administracdo do veneno (1° dia),
mostra a maioria das células com seu aspecto normal poligonal e nicleo periférico, mostrando regeneragao
muscular. N de 5 por grupo. % Indica presenca de fibroblastos com colageno. (=) Indica célula arredondada
e com nucleo central.
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2.2. Analise morfométrica da area das fibras

As tabelas 1 e 2 mostram a média da area das fibras musculares
apos 14 e 21 dias em todos os grupos experimentais. Em ambos os periodos,
observou-se que a area das fibras foi significativamente menor no grupo veneno
guando comparado aos grupos controle (salina) e EACs (tabs. 1 e 2). J4, o grupo
veneno + EACs apresentou area das fibras maiores quando comparado ao grupo
veneno (tabs. 1 e 2). Apds 14 dias, ndo se observou diferenca significativa entre
as areas das fibras dos grupos controle e EACs (tab. 1). No entanto, decorridos 21
dias constatou-se aumento significativo da area das fibras do grupo EACs em
relacdo ao grupo controle (tab. 2).

As frequéncias de distribuicdo das fibras musculares apés 14 e 21 dias
estao ilustradas nas figuras 9A e 9B. Observou-se, ap0s 14 dias, que 0 grupo
veneno apresentou um maior nimero de fibras com areas pequenas (0-800 pm?),
e um menor nimero de fibras com areas médias e grandes (1800-5000 pm?)
guando comparados aos demais grupos. J&, o grupo veneno + EACs apresentou
um menor nimero de células pequenas (0-800um?) e um maior ndmero de células
médias e grandes (1800-5000 pm?) quando comparados ao grupo veneno (Fig.
9A).

Aos 21 dias verificou-se que 0 grupo veneno ainda apresentava um nimero
maior de fibras com &reas pequenas (0-1000 pm?) e um menor nimero de fibras
com &reas grandes (2000-5000 pm?) em relacdo aos grupos controle e EACs. O
grupo veneno+EACs apresentou menor namero de fibras pequenas nos intervalos

(0-600pm?) e (800-1000pm?) e maior nimero de fibras grandes (3000-5000 pm?)

32



em relacdo ao grupo veneno (Fig. 9B). Neste periodo, também foi evidente o

aumento do namero de fibras grandes apresentado pelo grupo EACs quando

comparado ao grupo controle (Fig. 9B).

Tabela 1. Andlise das médias da area da fibra muscular dos grupos experimentais

apos 14 dias.

TRATAMENTO 14 DIAS | SALINA EACs VENENO VENENO + EACs
média + epm 2241+47 2356+37 860+20* 1731£33* "
(N) (575) (774) (651) (812)

* diferenca em relagdo a salina (controle).

* diferenca em relagéo ao veneno.

Tabela 2. Analise das meédias da area da fibra muscular dos grupos experimentais

apos 21 dias.

TRATAMENTO 21 DIAS | SALINA EACs VENENO VENENO + EACs
média £ epm 2176+29 2677+45* 149327~ 2078+39
(N) (823) (665) (856) (962)

* diferenca em relagdo a salina (controle).

* diferenca em relacéo ao veneno.
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FREQUENCIA DE FIBRAS EM PORCENTAGEM
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FIGURA 9. Efeito da aplicacdo tépica do extrato aquoso de Casearia sylvestris
(1:5 veneno/EACs, 1 vez ao dia/21 dias) sobre a distribuicdo de frequéncia de
fibras em corte transversal (um 2) do musculo tibial anterior de camundongos apés
14 (A) e 21 dias (B) da mionecrose induzida pelo veneno bruto de Bothrops
jararacussu (2ug/g i.m.). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre
todos os grupos. Teste de goodmam (P < 0.05).
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3. Microscopia Eletrénica do Musculo Tibial Anterior

A andlise ultraestrutural do muasculo tibial anterior foi realizada ap6s 14 dias
da administracdo do veneno. Os grupos controle e EACs mostraram a maioria
das fibras com caracteristicas morfologicas normais, com miofibrilas bem
organizadas, mitocondrias preservadas e membrana plasmatica com aspecto
regular (Fig. 10 A e B).

No musculo tibial anterior dos animais que receberam injecdo de VBB
observou-se fibras musculares em varios graus de regeneracdo: foi freqlente a
presenca de fibras pequenas, com citoplasma sem miofibrilas e é&reas ja
apresentando miofibrilas organizadas em sarcémeros; as fibras apresentaram
ndcleos com cromatina frouxa e em algumas fibras os nucleos estavam
localizados mais internamente (Fig. 10 C e D). No musculo dos animais que
receberam VBBj + EACs também foram observadas fibras musculares em varios
graus de regeneracao, porém, foi freqiente a presenca de areas com fibroblastos

e grande quantidade de fibras de coldgeno (Fig. 10 E e F).
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Figura 10 — Eletro micrografia do musculo tibial de camundongo, apdés 14 dias da
administracdo de dose Unica de veneno bruto da Bothrops jararacussu (2ug/g i.m.) A:
Grupo Controle. B: Grupo EACs. Miofibrilas (M); mitocdndrias (mi); membrana plasmatica
(MP); endomisio com tecido conjuntivo frouxo em B (En).; linha Z do sarcémero (seta);
reticulo sarcoplasmético (cabeca de seta) em B. C e D: Grupo VBB). Observar fibras
musculares em regeneracdo (1,2 e 3) com areas sem miofilamentos (*), nicleos com
cromatina frouxa (Nu) localizados na periferia em C e em posicdo mais interna na fibra
em D. Fibra muscular diferenciada (Fi); E e F: Grupo VBBj + EACs. Em E, area do
musculo em regeneracdo com fibra muscular apresentando nucleo interno, com cromatina
frouxa (Nu). Endomisio espesso com tecido conjuntivo (En). Em F, regido do musculo
com aumento de coladgeno em area de regeneracgdo. Fibras colagenas (FC). Nucleo de
fibroblasto (Fb).
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4. Microscopia Confocal do Musculo Tibial Anterior

As imagens dos receptores de acetilcolina na placa motora, sob
microscopia confocal, encontram-se ilustradas nas figuras 11, 12 e 13. A analise
destas imagens nos grupos experimentais revelou discreta dispersdo dos
receptores de acetilcolina nos grupos veneno 24 horas e 7 dias (Figs. 11 e 12).
Nos grupos EACs o padréo foi muito semelhante morfologicamente ao controle
(Figs. 11, 12, 13). J& nos grupos que receberam veneno + extrato observou-se
manutencado do padrdo morfolégico com auséncia da dispersdo descrita acima
(Figs. 11, 12, 13). Chama atencao a morfologia de distribuicdo dos receptores
observada no grupo veneno 21 dias, onde foi observada uma tendéncia de
organizacdo dos receptores de acetilcolina no padrdo de ilhas, formando uma
série de arborizacdes caracterizadas por areas fluorescentes descontinuas, a qual

foi mais evidente neste grupo (Fig. 13).
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TRATAMENTO
com EACs

CONTROLE-SALINA VENENO

Figura 11. Visao geral através de microscopia confocal a laser da placa motora do
musculo tibial anterior com receptores de acetilcolina marcados com alfa-bungarotoxina
associado a rodamina, apds 24 horas da administracao de dose Unica de veneno bruto da
Bothrops jararacussu (2ug/g i.m.). (A) Mdsculo controle, grupo salina 24 horas. (B) Grupo
veneno 24 horas. (C) Grupo salina + EACs 24 horas. (D) Grupo veneno + EACs 24 horas.
(aumento 40x).
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TRATAMENTO
com EACs

CONTROLE-SALINA

VENENO

Figura 12. Visao geral através de microscopia confocal a laser da placa motora do
musculo tibial anterior com receptores de acetilcolina marcados com alfa-bungarotoxina
associado a rodamina, apos 7 dias da administracdo de dose Unica de veneno bruto da
Bothrops jararacussu (2ug/g i.m.). (A) Mdsculo controle, grupo salina 7 dias. (B) Grupo
veneno 7 dias. (C) Grupo salina + EACs 7 dias. (D) Grupo veneno + EACs 7 dias.

(aumento 40x).
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TRATAMENTO

com EACs

CONTROLE-SALINA

VENENO

Figura 13. Visao geral através de microscopia confocal a laser da placa motora do
musculo tibial anterior com receptores de acetilcolina marcados com alfa-bungarotoxina
associado a rodamina, apds 21 dias da administracéo de dose Unica de veneno bruto da
Bothrops jararacussu (2ug/g i.m.). (A) Musculo controle, grupo salina 21 dias. (B) Grupo
veneno 21 dias. (C) Grupo salina + EACs 21 dias. (D) Grupo veneno + EACs 21 dias.

(aumento 40x).
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4. Teste da Barra Giratoria — Avaliacao da Atividade Motorain
vVivo

Os graficos do teste da barra giratéria encontram-se ilustrados nas figuras
(14 A, B, C e D). O numero de quedas dos animais foi significativamente maior
ap0s 24 horas da administracdo do veneno, quando comparado aos grupos
controle e EACs (Fig. 14A). Neste mesmo periodo, o nimero de quedas do grupo
veneno + EACs néo foi significativamente diferente do grupo veneno (Fig. 14A).

As mesmas avaliacdes foram realizadas apoés 3, 7 e 21 dias, todavia nédo se
verificou diferencga significativa do grupo veneno em relacdo aos grupos salina e

EACs (Figs. 14B, 14C e 14D).
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Rotarod-7 dias

numero de quedas em 3 minutos

SALINA EACs VENENO VENENO + EACs

Rotarod-21 dias

numero de quedas em 3 minutos
N
1

SALINA EACs VENENO VENENO + EACs

FIGURA 14. Efeito da aplicacdo tdpica do extrato aguoso de Casearia sylvestris (1.5
veneno/EACs, 1 vez ao dia/21 dias) sobre o nimero de quedas dos camundongos no
aparelho Rotarod, apés 24 horas (A), 3 (B), 7 (C) e 21 dias (D) da mionecrose induzida
por veneno bruto de Bothrops jararacussu (2ug/g). N de 8 por grupo.* indica diferenca
significante do grupo veneno em relagdo a salina e EACs, apés 24 horas (A). (P < 0.05).
As barras mostram epm.
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DISCUSSAQO
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A soroterapia passiva consiste no Unico recurso terapéutico de eficacia
comprovada para 0s envenenamentos causados por mordeduras de serpentes
peconhentas. No entanto, apesar de neutralizarem efetivamente as alteracbes
sistémicas provocadas pelos venenos, os soros conferem limitada protecéo contra
os danos teciduais locais, particularmente contra aqueles promovidos pelos
venenos botrépicos (Lomonte et al.,, 2003; Gutiérrez et al., 2011). Como
consequéncia, nesses envenenamentos, pode se estabelecer um quadro grave de
mionecrose, evoluindo para perda tecidual permanente e desabilitacdo da vitima.
Sendo assim, a busca por terapias complementares na neutralizacdo dos danos
teciduais locais ocasionados pelos venenos ofidicos é de grande importancia para
a saude publica. Neste sentido, as plantas utilizadas na medicina popular como
antiofidicas surgem como alternativas promissoras que, todavia, carecem de
estudos farmacoldgicos para a comprovacdo de suas atividades (Soares et al.,
2004). Desta forma no presente estudo investigou-se a eficacia do extrato aquoso
bruto da Casearia sylvestris na neutralizagcdo dos efeitos toxicos locais promovidos
pelo veneno da Bothrops jararacussu.

Os resultados deste estudo mostraram, inicialmente, que a mionecrose e a
subsequente regeneracdo do muasculo tibial anterior de camundongos, observadas
apos envenenamento experimental, induzido pelo veneno da Bothops jararacussu
(2ug/g i.m.), apresentaram aspecto e decurso temporal semelhantes aos ja
descritos para outros venenos de serpentes do género Bothrops (Gutiérrez &
Lomonte, 1989; Gutiérrez, 2002; Otero et al., 2002; Gutiérrez & Ownby, 2003). A
observacao geral do musculo in situ e a analise histolégica do musculo revelaram

a rapida instalacéo das les@es teciduais, que ja foram evidentes apés 24 horas da
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administragdo do veneno, sendo caracterizadas por edema, hemorragia, infiltrado
inflamatério e presenca de fibras musculares desorganizadas e anucleadas. Apés
o terceiro dia do envenenamento constatou-se reducdo deste processo
inflamatério e, a partir do sétimo dia, o processo de regeneracao tornou-se
evidente, evoluindo assim até vigésimo primeiro dia. Todavia, a analise
morfométrica revelou que apdés 14 e 21 dias da administracdo do veneno, as fibras
musculares ainda apresentavam areas menores em relacdo ao controle. Desta
forma, pode-se sugerir que, apés 21 dias do envenenamento, 0 processo de
regeneracdo muscular ainda ndo estava completo, ou que o masculo apresentava
fibras atroficas. Este fato pode estar relacionado a perda de tecido muscular, uma
consequéncia frequente nos envenenamentos botrépicos (Warrell, 2004).

A patogénese da mionecrose induzida pelos venenos botrépicos é
complexa e envolve principalmente a acdo de PLAs miotoxicas e
metaproteinases hemorragicas, embora outros componentes dos venenos como
hialuronidases e metaloproteinases ndo-hemorragicas possam também contribuir
para o processo (Gutiérrez & Rucavado, 2000; Gutiérrez & Ownby, 2003;
Gutiérrez et al., 2011).

Na mionecrose induzida pelo veneno da Bothrops jararacussu apresenta
particular importancia uma Lys49 PLA, miotoxica denominada bothropstoxina-I
(BthTX-1), que representa cerca de 15% do peso seco do veneno (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988). Embora o mecanismo de ac&do desta miotoxina nao
esteja totalmente esclarecido, evidéncias experimentais sugerem que a
bothropstoxina se liga, através de interacdo eletrostatica, a um dominio aniénico

da membrana celular da fibra muscular esquelética. Apos esta ligacéo inicial, a
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miotoxina penetra na bicamada lipidica, através de interagcdo hidrofébica mediada
por uma regido citotoxica da molécula, promovendo desestabilizacdo e
consequente impedimento na regulacao da permeabilidade da membrana a ions e
macromoléculas. Um influxo de calcio é, provavelmente, a consequéncia mais
relevante do distarbio de membrana, iniciando uma série de mecanismos
degenerativos como, alteracdes citoesqueléticas, danos mitocondriais, e ativacédo
de proteases e fosfolipases calcio-dependentes, que ampliam os danos celulares
(Lomonte et al., 2003; Gallacci & Cavalcante, 2010; Lomonte & Rangel, 2012).

As metaloproteinases desempenham papel chave no estabelecimento da
mionecrose e na limitada regeneracdo muscular, observada apos o0s
envenenamentos botropicos, através de uma somatdria de acbes sobre
membrana basal de musculos, vasos sanguineos e nervos (Gutiérrez & Ownby;
2003; Hernandez et. al., 2011).

Deve-se ressaltar que, em circunstancias normais, o musculo esquelético
de mamiferos adultos € um tecido estavel com pouca renovagdo nuclear. No
entanto, apos sofrer injiria, o muasculo apresenta notavel capacidade de
regeneracdo visando prevenir a perda de massa muscular (Chargé & Rudnicki,
2004).

A regeneracdo muscular é um processo altamente sincronizado que
envolve a interacdo entre células miogénicas, células inflamatorias, vasos
sanguineos, nervos e matriz extracelular (Ciciliot & Schiaffino, 2010). A
regeneracao inicia-se apos a lesado das fibras musculares, com a ativacdo de uma

populacdo de células miogénicas quiescentes (células satélites), localizadas na

periferia das fibras musculares entre o sarcolema e a membrana basal (Hawke &
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Garry, 2001; Ciciliot & Schiaffino, 2010). Uma vez ativadas, as células satélites
tornam-se mioblastos que, apds varios ciclos de replicacdo, sofrem fusdo celular
formando miotubos multinucleados, que entdo dao origem miofibras adultas. Para
gue este processo ocorra com sucesso, sdo necessarias condi¢cdes adequadas no
microambiente onde a regeneracdo se estabelecera. Assim, apos lesédo da fibra
muscular, segue-se uma reacdo inflamatoria, com a invasdo do tecido por
neutrofilos e macrofagos. Estas células removem o tecido necrotico e sintetizam
varias citocinas e fatores de crescimento que modulam a regeneracéo dos tecidos
e a sobrevivéncia dos mioblastos (Tidball, 2008).

A presenca de uma membrana basal intacta em torno dos musculos
necroticos é importante para a demarcacdo do espaco onde os mioblastos se
replicardo para formarem células musculares maduras (Vracko & Benditt, 1972;
Ciciliot & Schiaffino, 2010). Quando mioblastos em proliferacdo ndo sé&o
confinados ao espaco delimitado pela membrana basal, eles podem proliferar fora
deste espaco. Nessas condicdes, menos células passariam por fusdo e,
consequentemente sdo gerados miotubos de pequeno calibre (Ciciliot &
Schiaffino, 2010). Tal hipétese deve ser considerada para explicar a presenca de
fiboras musculares atréficas em musculos submetidos a acdo do veneno da
Bothrops jararacussu, uma vez que, as metaloproteinases presentes em venenos
botrépicos promovem a hidrélise de componentes da membrana basal de
musculos (Escalante et al. , 2006; Hernandez et al. 2011).

O processo regenerativo também é prejudicado quando ocorre lesdao da
membrana basal dos vasos sangliineos pelas enzimas metaloproteinases. Uma

consequéncia importante desta lesdo nos vasos é a isquemia, que pode levar a
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reducdo no fornecimento de oxigénio e nutrientes, que sao requisitos essenciais
para o0 processo regenerativo dos tecidos (Harris, 2003; Ciciliot & Schiaffino,
2010). Isto pode levar, em algumas areas, a substituicdo de tecido muscular por
fibrose e a presenca de fibras de diametro reduzido (Gutiérrez et. al., 1984; Salvini
et. al., 2001).

O crescimento de uma fibra muscular em regeneracdo também é
dependente de uma inervacdo funcional, pois as terminacdes nervosas liberam
varios fatores de crescimento que sdo essenciais para a maturacao da fibra
muscular (Harris, 2003). De fato, evidéncias experimentais revelam a presenca de
fibras atroficas em musculos regenerados que apresentam comprometimento na
inervacao (Hernandez et al., 2011). No envenenamento botrdpico, o dano axonal
pode se estabelecer como consequéncia da isquemia resultante da lesdo
microvascular ou da lesdo da membrana basal dos nervos, que sdo induzidas
pelas metaloproteinases presentes nestes venenos (Slater & Schiaffino, 2008).
Estas lesdes na membrana basal podem afetar varios componentes, como o
proteoglicano, que desempenha um papel chave no crescimento axonal e na
formacao de juncbes neuromusculares (Slater & Schiaffino, 2008). Portanto, uma
microvasculatura intacta (Ciciliot & Schiaffino, 2010), em conjunto com uma boa
restauracdo da juncdo neuromuscular sdo requisitos necesséarios para que a
regeneracdo muscular ocorra (Slater & Schiaffino, 2008).

Assim, pode-se supor que a presenca de fibras atrofica de diametro
pequeno, em tecido injetados com veneno botrdpico, pode ser consequéncia dos
danos ocasionados pelas metaloproteinases a membrana basal dos musculos,

vasos sanguineos e nervos (Hernandez et. al., 2011).
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Outro aspecto caracteristico de musculos em regeneracao € a presenca de
fibras musculares imaturas com a presenca dos receptores de acetilcolina fora da
regido da placa motora (Harris, 2003). A agregacao dos AchRs na placa motora é
efetuada pela agrina, uma proteina produzida em muasculos e nervos, sendo a
isoforma neuronal envolvida no agrupamento destes receptores na regido
juncional. A agrina é liberada da terminacdo nervosa e incorporada a lamina basal
da fibra muscular na regido da JNM (Bowe & Fallon, 1995). As imagens obtidas
por microscopia confocal, no presente estudo, sdo indicativas da dispersdo dos
receptores de acetilcolina na regido da placa motora dos musculos apés 21 dias
do envenenamento experimental. Desta forma, pode-se sugerir que a disperséo
destes receptores seja também consequéncia dos danos ocasionados pelas
metaloproteinases do veneno na membrana basal dos nervos e dos musculos.

Uma das principais sequelas que se seguem a mionecrose induzida pelo
envenenamento botropico € a perda permanente de massa muscular, que pode
desabilitar o acidentado em funcdo do comprometimento da atividade locomotora
(Gutiérrez & Lomonte, 1989 e 1995; Otero et al., 2002). Todavia, o0s resultados do
presente estudo mostraram que 0S animais apresentaram comprometimento da
atividade locomotora, avaliada através do teste da barra giratéria, apenas apés 24
horas do envenenamento experimental. Tais resultados possivelmente séo
consequéncia da dor decorrente do processo inflamatério agudo, induzido pelo
veneno, e ndo, da perda da massa muscular, uma vez que a partir do terceiro dia
do envenenamento, ndo se constatou comprometimento da atividade locomotora.
Resultados similares foram descritos por Saturnino-Oliveira e cols (2012)

utilizando 0 mesmo veneno e a mesma metodologia experimental.
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Observou-se ainda neste estudo que a administracdo topica do extrato
aquoso da Casearia sylvestris reduz os efeitos toxicos locais caracteristicos do
envenenamento experimental induzido pelo veneno da Bothrops jararacussu. Esta
reducdo ja foi evidente 24 horas apdés o envenenamento e se manteve ao longo
dos 21 dias, como constatado pela observacdo macroscopica e pela analise
histologica, que revelaram musculos com aspecto mais conservado no grupo que
recebeu o tratamento, o que sugere a neutralizacdo do veneno pelo extrato. Esta
hipétese é corroborada pelos resultados da analise morfomética que mostrou a
presenca de fibras com &areas maiores no grupo veneno+EACs quando
comparado ao grupo veneno, possivelmente indicando a reducao do dano inicial
promovido pelo veneno, em funcéo de sua parcial neutralizacdo pelo extrato. As
imagens obtidas através da microscopia confocal também confirmam esta
hipotese ao revelarem regibes de placa motora das fibras musculares com
aspecto maduro. Os resultados do estudo funcional também sugerem a parcial
neutralizacdo do veneno pelo extrato visto que, apos 24 horas, ja ndo se observou
comprometimento da atividade locomotora no grupo veneno + EACs em relacéo
ao grupo controle. Deve-se ressaltar que o0 EACs sozinho néao induziu nenhuma
toxicidade no musculo estudado, pois este se manteve com um aspecto normal
similar ao controle.

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com achados de Borges
e cols (2000 e 2001) que verificaram inibicdo das atividades edematogénica,
miotoxica e hemorragica de venenos de varias espécies de Bothrops apés a pré-
incubacao com o extrato de Casearia sylvestris. Um possivel mecanismo de acéo

proteolitico do extrato vegetal foi afastado por estes autores, uma vez que 0s
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padrdes eletroforéticos dos venenos foram mantidos apds a pré-incubagdo com o
extrato.

A Casearia sylvestris possui diversos componentes que podem estar
envolvidos na atividade antiofidica e na neutralizacdo dos danos locais induzidos
pelos venenos botrépicos. Embora os componentes desta planta ainda néo
estejam totalmente caracterizados, foram identificadas fracdes contendo taninos,
flavondides, cumarinas, lignanas e diversos diterpenos (Borges et al. 2001,
Lorenzi & Matos, 2002). O flavonéides apresentam um amplo espectro de
atividades, anti-inflamatoria, antioxidante e quelante de cations divalentes, entre
outras (Alcaraz & Hoult, 1985; Middleton JR & Kandaswaml, 1992; Borges et al.,
2001; Wilhelm filho et al.,, 2001). Os cétions divalentes fazem parte dos
componentes ndo protéicos dos venenos botropicos, e atuam como co-fatores
para diferentes atividades enziméticas destes venenos, além de serem
constitutivos nas metaloproteinases (Delfino & Canniatti-Brazaca, 2010). Deste
modo, a atividade quelante dos componentes presentes na planta Casearia
sylvestris pode ter contribuido para a neutralizacdo do efeito miotoxico do veneno
da Bothrops jararacussu por inativar metaloproteinases, PLA2s e outras enzimas
envolvidas na génese do dano muscular. Em adicdo deve-se ressaltar que 0s
flavondides possuem alta reatividade quimica, podendo se ligar e inibir varias
enzimas (Havsteen, 1983). Todavia, uma vez que no presente estudo foi utilizado
0 extrato bruto da planta, ndo se pode excluir a possibilidade de que o efeito
antiofidico observado resulte do sinergismo de seus varios componentes.

Um outro aspecto, observado no decorrer do presente trabalho, foi a

intensa proliferacdo de fibroblastos e a presenca de colageno entre as fibras
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musculares dos animais submetidos ao envenenamento apés a aplicagéo tépica
do EACs. Este efeito foi mais evidente apods a aplicacdo cronica do extrato (ao
longo dos 21 dias) do que apds a aguda (apenas no primeiro dia). Um aumento
das fibras de coldgeno também foi observado por Sertié e cols (2000) ha mucosa
estomacal, apos 5 dias de tratamento com o extrato aquoso bruto de Casearia
sylvestris, em modelo de inducéo de ulcera crénica. Estes resultados podem estar
relacionados as propriedades cicatrizantes e antiinflamatérias ja descritas na
literatura para Casearia sylvestris (Sertié et al., 2000; Raslan et al., 2002). Em
lesbes musculares, o uso de substancias antiinflamatorias pode provocar um
aumento de fibras de coldgeno e diminuicdo da quantidade de fibras musculares,
alterando as propriedades biomecanicas do musculo (Medrado et al.,, 2003).
Todavia, nas condicbes experimentais deste trabalho, ndo foram observadas
alteracOes da atividade locomotora dos animais submetidos ao envenenamento
experimental e tratados com o extrato.

Tomados em conjunto os resultados deste estudo mostraram que o extrato
aquoso da Casearia sylvestris protegeu, inicialmente, as fibras musculares do

efeito miotdxico do veneno e posteriormente estimulou o processo de cicatrizacao.
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Os resultados do presente estudo permitem concluir que a aplicacdo tépica

do extrato aquoso de Casearia sylvestris:

1. Neutraliza parcialmente as lesBes na musculatura esquelética induzidas
pelo veneno da Bothrops jararacussu.

2. Nao afeta o processo de regeneragcdo muscular que se segue ao
envenenamento.

3. Estimula a producdo de fibroblastos e de coldgeno entre as fibras

musculares.
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