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Resumo

O extrato aquoso da casca de Bellucia dichotoma (EaBd) é utilizado
tradicionalmente em casos de acidentes ofidicos e tem se mostrado como
promissor contra 0 envenenamento por Bothrops atrox (VBa). O soro
antibotrépico (SAB) é a terapia convencional apés o acidente com B. atrox. Ha
evidencias da acdo bloqueadora local de EaBd em camundongos
envenenados, contudo faltam estudos da acéo sistémica dessa planta contra
VBa. A associacao entre EaBd e SAB também poderia ser uma alternativa para
o acidentado. O baco é o sitio responséavel pela filtracdo, resposta imune do
sangue, como também local da hematopoiese extramedular. No presente
estudo, camundongos Swiss foram desafiados com o veneno botrépico e
tratados com Bellucia dichotoma, utilizando a mesma concentracdo do extrato
e condicbes de preparo da populagcédo nativa, a fim de investigar a acado do
veneno e o possivel efeito antiofidico do EaBd no periodo de 24 h. Assim, cinco
tratamentos experimentais (n=4) foram estabelecidos: salina, (veneno de
Bothrops atrox) VBa, VBa/EaBd, VBa/EaBd/SAB (soro antibotrépico) e
VBa/SAB. Ap6s o periodo experimental, os animais foram sacrificados e os
bacos removidos e fixados em formalina tamponada para posterior
processamento em resina histologica. Cada 6rgao foi serialmente seccionado
(9-12 sec¢des/érgdo) que permitiram a determinacdo do volume total do baco e
de sua microestrutura segundo as modernas técnicas estereoldgicas. O veneno
de B. atrox reduziu o volume da regido eritropoiética da polpa vermelha e o
volume da bainha linfoide periarteriolar (PALS), regido rica em linfécitos T da
polpa branca. Além disso, a populacdo de macréfagos foliculares esteve
significativamente aumentada no grupo VBa em relacdo aos demais grupos. O
tratamento EaBd e EaBd/SAB nédo apresentaram alteracdes significativas, com
excecdo do componente cédpsula que esteve aumentado em EaBd/SAB. Os
tratamentos envolvendo o0 extrato também mostraram-se similares aos
tratamentos salina e SAB. Em conclusdo, o extrato aquoso de B. dichotoma
administrado por via oral logo ap6s o envenenamento por B. atrox € efetivo na
inibicdo das alteracbes morfologicas quantitativas no baco de camundongos
envenenado quando avaliados apés 24 horas.

Palavras-chave: Bothrops atrox, Bellucia dichotoma, estereologia, histologia,
baco.



Abstract

Aqueous extract from Bellucia dichotoma bark (EaBd) has traditionally been
used in cases of snakes-bites accidents and has been shown to be promising
against Bothrops atrox (VBa) poisoning. Antibothropic serum (SAB) is the
conventional therapy after the accident with B. atrox. There is evidence of the
local blocking action of EaBd in poisoned mice, however studies of the systemic
action of this plant against VBa are lacking. The association between EaBd and
SAB could also be an alternative for the injured. The spleen is the site
responsible for filtration, immune response of the blood, as well as site of
extramedullary hematopoiesis. In the present study, Swiss mice were
challenged with bothropic venom and treated with Bellucia dichotoma, using the
same extract concentration and native population preparation conditions, in
order to investigate the action of venom and the possible antiofidic effect of
EaBd in the period of 24 h. Thus, five experimental treatments (n = 4) were
established: saline, VBa (Bothrops atrox venom), EaBd, EaBd/SAB and SAB.
After the experimental period, the animals were sacrificed and the spleens
removed and fixed in buffered formalin for further processing in histological
resin. Each organ was serially sectioned (9-12 sections/organ) that allowed the
determination of the total volume of the spleen and its microstructure according
to modern stereological techniques. B. atrox venom reduced the volume of the
erythropoietic region of the red pulp and the volume of the periarteriolar
lymphoid sheath (PALS), a region rich in T lymphocytes of the white pulp. In
addition, the population of follicular macrophages was significantly increased in
the VBa group in relation to the other groups. The treatment EaBd and
EaBd/SAB did not present significant changes, except for the capsule
component that was increased in EaBd/SAB. The treatments involving the
extract were also similar to saline and SAB treatments. In conclusion, the
aqueous extract of B. dichotoma administered orally shortly after B. atrox
poisoning is effective in inhibiting the quantitative morphological changes in the
spleen of mice poisoned when evaluated after 24 hours.

Keywords: Bothrops atrox, Bellucia dichotoma, stereology, histology, spleen.
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1. INTRODUCAO

Acidentes causados por animais peconhentos sdao um problema de
saude publica. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em
2009, acidentes ofidicos foram inclusos na lista de Doencas Tropicais
Negligenciadas, estimando que no mundo anualmente 1.841.000 pessoas Sao
envenenadas resultando em 94.000 6bitos (WHO, 2014). No Brasil estima-se
uma média de 26.000 casos de ofidismo por ano, dos quais 0,39% causam
morte e 1,72% deixam sequelas nos acidentados. A regido Norte do pais
apresenta a maior incidéncia de casos por 100.000 habitantes no qual o Estado
do Amazonas é o segundo Estado com maior nimero de casos de Ofidismo.
Desses acidentes, quando é identificado o género, grande parte € causada por
serpentes do género Bothrops (BRASIL, 2014, 2016). A maioria dos acidentes
ocorridos na regido Amazbnica € atribuida a espécie Bothrops atrox,
denominada popularmente como Jararaca do Norte, Jararaca do rabo branco,
Surucucurana e Jipoboia (CARDOSO, J. L. C. et al., 2009; WALDEZ; VOGT,
2009).

O veneno de Bothrops atrox, assim como de outras serpentes Bothrops,
produz efeitos sistémicos e locais como, extensa hemorragia, mionecrose,
edema, coagulacao anormal do sangue, insuficiéncia renal, formacao de bolhas
e a necrose, o que pode levar a perda do membro afetado (CARDOSO, J. L. C.
et al., 2009). Um estudo de relato de caso verificou que aproximadamente 24
horas apds um acidente ofidico ocorrido num equino de um més, associado ao
género Bothrops, o baco apresentou alteragbes histopatolégicas como
congestdo, hemorragia acentuada e necrose. Essas alteracdes relatadas séo
importantes para caracterizacdo clinica de o6Orgdos como bacgo, pouco
estudados no caso de envenenamento por Bothrops (RAPOSO et al., 2000).

As plantas medicinais antiofidicas sdo amplamente utilizadas ao redor
do mundo e servem como um complemento ou alternativa para o tratamento
nos acidentes ofidicos, principalmente quando o acesso a soroterapia €
limitado (AMBIKABOTHY et al., 2011). As diversas plantas, ja conhecidas no
uso para acidentes ofidicos vém sendo estudadas cientificamente e mostram o
seu poder no tratamento contra venenos ofidicos (SAJON et al.,, 2017). A

populacdo dos municipios da Amazoénia brasileira é atingida por essa realidade
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do dificil acesso ao tratamento convencional, devido a sua distancia aos postos
de saude e a precaria locomocdo. Em virtude da rica flora amazénica e dos
conhecimentos do povo nativo, a populagao local busca utilizar principalmente
0S extratos de plantas da regido como forma de tratamento (MOURA;
MOURAO, 2012). A flora e suas diversas espécies de vegetais encontradas na
Amazobnia sdo recomendadas no tratamento de vitimas que sofreram acidentes
ofidicos, no entanto, a maioria dessas plantas nunca foi estudada
cientificamente para avaliar suas acfes e autenticar as formas de manejo
utilizadas tradicionalmente (MOURA et al., 2015).

Bellucia dichotoma Cogn. € uma espécie endémica da regido
Amazonica, encontrada nos Estados: Acre, Amazonas, Amapa e Para no Norte
do Brasil, conhecida popularmente como mulba ou goaiaba-de-anta.
(BAUMGRATZ, 2013). O ch& da casca de B. dichotoma é utilizada para fins
medicinais na cidade de Santarém, Oeste do Para, principalmente como
prevencao e para tratar vitimas por picadas de serpentes. A populacdo usa a
casca no preparo do cha antes de entrarem na mata, como forma preventiva e
nas vitimas apés os acidentes ofidicos. A B. dichotoma tem como as principais
classes de metabdlitos, os quais foram encontrados: acidos graxos,
flavonoides, terpenos, taninos hidrolisaveis e condensados no extrato aquoso
da casca (MOURA et al., 2013).

A atividade hemorragica do veneno de Bothrops atrox apés utilizar
protocolo de pré-incubacdo com o extrato de Bellucia dichotoma (veneno:
extrato) alcancou a inibicdo de 100% dessa atividade, devido a presenca de
compostos quimicos capazes de neutralizar as metaloproteases, tais
compostos como taninos e flavonodides (ou sinergismo entre eles) que podem
atuar com ions quelantes de zinco e impedir o funcionamento das enzimas
metaloproteases (MOURA et al., 2013). Foi analisada a capacidade do extrato
aquoso de Bellucia dichotoma em inibir atividade hemorragica e
edematogénica do veneno de Bothrops atox, o qual mostrou inibicdo completa
na hemorragia quando pré-incubada e eficaz efeito no bloqueio da atividade
edematogénica quando administrado de acordo com uso tradicional e teve
efeito adicional na inibicho ao ser tratado em combinacdo com soro
convencional (MOURA et al., 2014). Por outro lado, o pré-tratamento né&o

obteve diferenca significativa para as concentracdes que foram testadas e no
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grupo pos-tratamento a dose do extrato de Bellucia dichotoma 725 mg/kg foi
capaz de inibir 40,5% da atividade hemorragica de Bothrops atrox (MOURA et
al., 2014).

Devido a realidade da populacdo amazbnica ao dificil acesso ao
tratamento convencional e pelo conhecimento nativo sobre a rica flora e seu
potencial, foram feitos estudos com a planta Bellucia dichotoma para
comprovar seu poder antiofidico local, o qual mostrou agdo contra o veneno.
Este trabalho tem em vista somar conhecimento sobre o efeito do extrato oral
de Bellucia dichotoma em bacos envenenados e investigar o impacto causado

pelo género Bothrops atrox.

2. REVISAO BIBLIOGAFICA

2.1. Perfil epidemiol6gico dos acidentes ofidicos

O Acidente Ofidico representa um sério problema de saude publica no
mundo, e esta entre as vinte principais doencas tropicais negligenciadas
prioritarias da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2017). No Brasil
anualmente em média 26.000 casos de Ofidismo, os quais 0,39% causam
morte e 1,72% chegam a cura com sequelas. As ocorréncias por picada de
serpentes sdo reveladas através do Sistema Nacional de Agravos de
Notificacdo (SINAN) (BRASIL, 2016). O perfil epidemiolégico das vitimas de
acidentes ofidicos no Brasil mostra que 63% esta na faixa etaria de 20 a 59
anos e de criancas e adolescentes esta entre 10 a 19 anos. Nos individuos
picados os membros inferiores sdo os locais anatbmicos mais afetados. De
forma geral, o grupo mais afetado é o do sexo masculino principalmente os que
trabalham em locais rurais com letalidade de 0,45% (BOCHNER,;
STRUCHINER, 2003; BOCHNER et al., 2014).

Sabe-se que no Brasil existem peconhas que pertencem as familias
Elapidae com o unico género Micrurus dividido entre Micrurus e Leptomicrurus
presente no Brasil, suas espécies sdo conhecidas corais e a outra familia
Viperidae que estdo inseridos nos seguintes géneros: Crotalus (cascavel,

boicininga), Lachesis (surucuru, surucutinga) e as serpentes do grupo botropico
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que atualmente sao divididas em dois géneros, o Bothrops e o Bothrocophias
(jararacas), onde género Bothrops tem como sinonimia Bothropoides,
Bothriopsis e Rhinocerophis (CARRASCO et al.,, 2012). Envenenamento por
serpente € responsavel pelo maior nimero de 6bitos em relagcdo a animais
peconhentos no pais (SINITOX, 2012). As picadas pelo género Bothrops séo
as mais comuns, cerca de 80% de todos os casos registrados (FEITOSA et al.,
2015). A regido Norte do pais apresenta a maior incidéncia de casos / 100.000
habitantes no qual o Estado do Amazonas é o segundo Estado com maior
namero de casos de ofidismo. Desses acidentes quando é identificado o
género, grande parte é causada por serpentes do género Bothrops (BRASIL,
2014, 2016).
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Figura 1. A. Incidéncia de acidentes por serpentes no Estado do Amazonas no periodo de
2007-2012. B. Identificacdo da serpente. C. Tempo decorrido até o atendimento médico. Fonte:
Feitosa et al., 2015 (adaptado).
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O Amazonas é o0 segundo maior estado em registros de acidentes
ofidicos, com 17.745 casos e 117 oObitos entre os anos de 2000 a 2013,
perdendo para o estado do Parda com 59.759 casos e 261 Obitos ho mesmo
periodo, de acordo com Ministério da Saude (BRASIL, 2014). A maioria das
informacdes sobre picadas de serpentes na Amazoénia é baseada na vigilancia
de dados ou registros médicos hospitalares. Os acidentes ofidicos no
Amazonas ocorrem predominantemente em homens adultos que moram nas
areas rurais ou estdo envolvidos na agricultura, caca e atividades florestais.

Além disso, o periodo de chuvas pesadas esta estritamente relacionada ao
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aumento dos acidentes ofidicos (WALDEZ; VOGT, 2009; BERNARDE;
GOMES, 2012; FEITOSA et al., 2015).

Além disso, na regido Norte decorre a maioria das subnotificacdes dos
acidentes ofidicos, em decorréncia ao dificil acesso das comunidades nativas
ao tratamento convencional (WALDEZ; VOGT, 2009; BOCHNER et al., 2014).
Diante das dificuldades em locais isolados e ao transporte, a populacéo
amazonica recorre aos tratamentos alternativos, dentre as quais, a mais
utilizada séo as plantas medicinais (BORGES et al., 1999; OTERO, RAFAEL et
al., 2000; CARDOSO, 2009).

2.2. Caracteristicas da serpente Bothrops atrox

Bothrops atrox (Linnaeus, 1758) pertence a familia Viperidae, sendo
uma das espécies mais importantes para medicina, pois a maioria dos casos
de acidentes ofidicos no Norte do Brasil € recorrente dessa serpente
(CARDOSO, J. L. C. et al., 2009). Ela é conhecida pela populacdo com os
nomes de “surucucurana, jararaca-do-rabo-branco ou jararaca do norte”,
caracterizada pela cauda sem maiores modificagbes com escamas subcaudais
em pares, presenca de fosseta loreal entre o olho e narina e com dentigdo do
tipo solendglifa. Possui mais de uma cor, variando de acordo com a regido
onde vive e nao apresenta chocalho em sua cauda (CAMPBELL et al., 2004;
MELGAREJO, 2009). E uma serpente &gil, que pode superar 1,5 m de
comprimento (WARRELL, 2004) (Figura 2). Sua habitacdo € em locais rurais e
na periferia de grandes cidades, com preferéncia pelas areas cultivadas, locais
que ha proliferacdo de roedores e ambientes imidos como a mata, possuindo
hébitos noturnos ou crepusculares (BRASIL, 2001; PINHO; PEREIRA, 2001).
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Figura 2. Serpente Bothrops atrox coletada na Floresta Nacional do Tapajés (FLONA, km 83,
Santarém, PA). Foto cedida por Hipécrates Chalkidis.

2.3. Acidente Botrdpico: veneno e sintomas

O veneno de serpentes Bothrops € composto por diversas enzimas
toxicas e outras proteinas. As mais abundantes sao fosfolipases A2 (PLA2), L-
aminoacidos oxidase (LAAO), metaloproteinases (SVMP), Lectina do tipo C
(CLECL) e serinoproteases (SVSP) as quais se destacam das demais. O seu
veneno pode causar danos locais e sistémicos nas vitimas (SOUSA et al.,
2013; SOUSA et al., 2017).

Os efeitos locais afetam drasticamente o tecido muscular, 0os vasos
sanguineos e a pele. Que resultam em sintomas como dor, edema, hemorragia
€ Nnos casos mais extremos a necrose. Nos acidentes botrépicos, a necrose
muscular € uma consequéncia de extrema gravidade, que leva a perda
permanente do tecido e a sua funcionalidade, que pode ocasionar muitas
vezes, a amputacdo do membro atingido (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995;
GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Envenenamento pela serpente Bothrops
atrox induziu apés 2 horas da injecdo com veneno um halo hemorragico
marcado por tras dos camundongos, o qual foi confirmado pela quantificacao
da hemoglobina na pele (DE SOUZA et al., 2012).
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. _ Manifestacbes
Género Acbes do Veneno | Manifestagfes Locais o
Sistémicas
o Edema intenso Hemorragia
Nefrotoxina _ .
. Equimose e bolhas Coagulacao
Bothrops Proteolitica local ) -
o Sangramentos Miotoxicidade
Hemorragica . o
Infeccbes Neurotoxicidade

Tabela 1. Acéo e efeitos fisiolégicos do envenenamento pelo género Bothrops.

Os efeitos sistémicos podem ser observados quando ha grande
quantidade de veneno inoculado. As alteracdes ocorrem na homeostasia que
leva ao prolongamento do tempo de coagulacdo e sangramento, levando a
gengivorragia, hematémese, hematuria e também incoagubilidade sanguinea,
em virtude do consumo de fibrinogénio enddégeno, por componentes do veneno
como a trombina-similes (KAMIGUTI et al., 1996).

De forma geral, ocorrem alteracbes na permeabilidade do vaso,
mudanca na agregacdo plaquetaria e deplecdo de fibrinogénio (HATI et al.,
1999). Nas situacOes raras, os casos de insuficiéncia renal aguda e choque
podem ser vistas. O choque pode estar provavelmente associado a quantidade
de veneno introduzido na vitima (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995). In vitro,
veneno de Botrops atrox mostrou uma alteragdo acentuada na determinagao
de PT (tempo de protrombina) e APTT (tempo de tromboplastina) o que indicou
que vias extrinseca e intrinseca foram executadas com deficiéncia para os
niveis séricos de fibrinogénio (DE SOUZA et al., 2012).

2.4. Tratamento Convencional

No Brasil, somente um tratamento € recomendado pelo Ministério da
Saude para acidentes ofidicos: administracdo endovenosa de soro antiofidico
de acordo com a gravidade do envenenamento. Para a fabricacdo desses
imunobiolégicos, ha quatro centros responsaveis, Instituto Vital Brazil (IVB,
Niteréi, RJ), Instituto Butantan (IBU, Sdo Paulo, SP), Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED, Belo Horizonte, MG) e Centro de Producdo de Pesquisa em
Imunobioldgicos (CPPI, Piraquara, PR).
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Os animais imunizados produzem anticorpos que neutralizam as toxinas
do veneno, entdo classificados como monovalentes ou/e polivalente, seguindo
0 numero de géneros de serpentes, de quem os venenos foram empregados
na imunizacdo (CARDOSO, D. F. et al.,, 2009). O cavalo continua sendo o
animal de escolha para a producdo de antiveneno, mas outros animais vém
sido utilizados também com o intuito de diminuir as rea¢cdes desfavoraveis em
pacientes, devido a exposicdo ao soro de cavalo (WEN, 2009).

Os principais soros antiofidicos para neutralizar os venenos sao
direcionados para as seguintes serpentes: antielapidico (Micrurus sp),
antilaquético (Lachesis sp), anticrotalico (Crotalus sp), antibotrépico (Bothrops
sp), antibotrépicoldquetico (Bothrops sp. e Lachesis sp.) e o antibotrépico-
crotalico (Bothrops sp e Crotalus sp). A soroterapia reverte com eficacia os
efeitos sistémicos do veneno no organismo da vitima, conseguindo evitar por
muitas vezes o 6bito. Porém, ela apresenta algumas desvantagens, que sao:
ineficiéncia no combate dos efeitos locais do veneno (aumento das chances de
deixar sequelas no membro atingido e evolugcdo para complicagcbes raras),
sucessao de efeitos colaterais (incluindo reacao anafilatica e hipersensibilidade
as proteinas heterdlogas do soro), e ainda a necessidade de cuidados com
estoque do soro e prazo de validade (CARDOSO, D. F. et al., 2009).

Ademais, mostrou-se que esses soros tém capacidades diferentes para
neutralizar venenos (DA SILVA et al.,, 2007). Estudos ainda indicam que os
antivenenos convencionais ndo sao efetivos contra o veneno de Bothrops atrox
como também para as outras espécies deste género (DA SILVA et al., 2003;
FITA et al., 2010). Para finalizar, existem dificuldades na disponibilizacdo do
soro para algumas regides do pais, pois 0s servicos de saude equipados
permanecem restritos as regiées de maior desenvolvimento socioecondémico,
no caso as capitais e centros urbanos. Assim, para os locais de intensa
distancia geogréafica e dificil acesso, como exemplo na Regido Norte, as
populacdes dessas localidades buscam tratamentos alternativos naturais, que
atuam de forma a complementar ou inclusive a ser o Unico recurso na falta do
soroterapico especifico (BORGES et al., 1999; DOS-SANTOS, 2009).
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2.5. Uso do Tratamento Tradicional Complementar

As plantas medicinais ainda sdo um meio muito utilizado contra o
envenenamento por serpentes na medicina popular ao redor do mundo
(AMBIKABOTHY et al.,, 2011). Visto que a distribuicdo geografica florestal
brasileira € grande, principalmente na regido Norte do pais e que devido as
dificuldades encontradas no acesso ao tratamento realizado pelo atendimento
de saude, as comunidades sdo obrigadas a buscar terapias alternativas,
geralmente o campo da fitoterapia (CARDOSO, 2009). Estudos mostram que
as plantas sdo usadas na medicina popular para tratar picadas de serpente,
acreditando que suas propriedades antiofidicas podem ser um tipo de
complemento de soro terapia ou como uma alternativa de tratamento quando o
antiveneno nédo é disponivel (OTERO, R et al., 2000; MOURA et al., 2015).
Surgiram evidéncias cientificas do conhecimento tradicional sobre as
propriedades antiofidicas destes extratos. Contudo, apenas na década de 70, o
tema mereceu devida atencdo nos meio cientifico (MARTZ, 1992).

Os extratos vegetais podem conter diversos componentes quimicos,
como flavonoides, triterpenos, alcaloides, taninos, ligninas, que possuem a
capacidade de inibir o veneno de serpentes, sendo atuantes diretos na inibicdo
enzimatica ou inativadores quimicos, os quais interagem diretamente com
macromoléculas alvo (MORS et al., 2000). Extratos e seus compostos isolados
demonstraram capacidade de bloqueio na presenca de atividades biologicas
induzidas por venenos de serpentes (OLIVEIRA et al.,, 2005; MOURA et al.,
2015). Outro aspecto do uso fitoterapico como antiveneno é a avaliacdo
citotéxica dos extratos sobre os Orgdos-chave dos processos fisioldgicos.
Estudos vém buscado plantas contra 0os venenos de serpentes e nos quais
apresentam alteracbes morfoldégicas ou ndo no coracao, figado, rins e baco
(FUNG et al., 2009; MARTINES et al.,, 2014; VENKATESAN et al., 2014).
Assim tornando relevante tal investigacdo associada ao efeito antiofidico de
fitoterapicos.
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2.6. Bellucia dichotoma (Metastomataceae)

Bellucia dichotoma pertence a familia Melastomataceae, que constitui
cerca de 4.570 espécies, pertencendo a 166 géneros, com distribuicdo
pantropical com aproximadamente 3.000 espécies no neotropico (CLAUSING;
RENNER, 2001). No Brasil, existe por volta de 68 géneros (ROMERO;
MARTINS, 2002), as quais no presente momento sdo conhecidas cerca de
2.950 espécies assim se tornando a sexta maior familia de Angiospermas,
distribuindo-se desde a Amazobnia até o Rio Grande do Sul. Logo, 19 estédo
presentes em praticamente todos os tipos de vegetacdo, com um numero
variavel de espécies (RENNER, 1994). A B. dichotoma é uma espécie
endémica da regido Amazénica, denominado popularmente como muuba ou
goiaba-de-anta. A casca dessa planta é utilizada para finalidade medicinal na
cidade de Santarém, Oeste do Para, principalmente para tratar vitimas por
picadas por serpentes (MOURA et al., 2013).

Do género Bellucia sp., as espécies Bellucia grossularioides e Bellucia
pentamera ja possuem estudo fitoquimico no qual concluiram que apesar de B.
grossularioides e B. pentamera pertencerem ao mesmo género, elas
apresentaram distincdes concebiveis quanto a composicdo quimica. A forma
da espécie B. grossularioides é rica em compostos de média polaridade,
enquanto a espécie B. pentamera apresenta como composto predominante o
esqualeno (ISAZA et al., 2007). Para a espécie B. dichotoma, relatou-se as
principais classes de metabdlitos desta espécie, os quais foram detectados
acidos graxos, flavonoides, terpenos, taninos hidrolisaveis e condensados no
extrato aquoso da casca (MOURA et al., 2013).

De acordo com os trabalhos de (MOURA et al., 2013; MOURA et al.,
2015), o extrato aquoso da casca de B. dichotoma, testado contra os efeitos
locais induzidos pelo veneno de Bothrops jararaca e Bothrops atrox, possui
eminente bloqueio, o qual apresentou 100% de inibicdo frente as acdes
hemorragicas, fosfolipasicas, edematogénicas e coagulantes. E mais, quando o
extrato aquoso usado por via oral foi testado em camundongos foi capaz de
reduzir o edema da pata de maneira significativa nos primeiros 30 minutos em
todas as doses analisadas. Em 6 horas de tratamento, a inibicdo chegou ao

seu nivel maximo e foi ainda maior quando o extrato (via oral) e soro
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antibotropico foram administrados simultaneamente, por conseguinte esse
tratamento se mostrou mais eficaz em comparagdo ao preconizado pelo
Ministério da Saude (MOURA et al., 2014). Esses resultados nos mostram o
guanto € importante estudar a planta Bellucia dichotoma contra o veneno de
Bothrops atrox, pois se tornou um alvo promissor na busca de uma terapia

alternativa antiveneno.

Figura 3. Aspecto geral de Bellucia dichotoma Cogn. A) Arvore; B) Folhas; C) Casca; D)
Flores. Fotos de Valéria Mourao.

2.7. Morfologia esplénica associada ao envenenamento e posterior

tratamento alternativo

O bago é o ¢drgédo linfoide secundério responsavel pela vigilancia
imunoldgica e pela filtracdo do sangue. O bago é ricamente vascularizado, com
parénquima dividido em duas polpas: branca e vermelha. A polpa vermelha é o

local de filtracdo do sangue oriundo da corrente sanguinea, o qual é
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responsavel por remover eritrocitos senescentes, danificados e antigenos.
Conhecida por ser o sitio do metabolismo do ferro, armazenamento de
eritrocitos e de plaquetas para eventual necessidade (CESTA, 2006). Nela
encontramos uma malha tridimensional de corddes esplénicos constituidos de
fibras reticulares, células reticulares e macrofagos associados e seios venosos.
Dentro dos espacos entre os cordfes encontramos eritrocitos, granulécitos e
células circulantes mononucleares. Incluindo também os linfocitos, células
hematopoiéticas e plasmadcitos que, apos a diferenciacdo ao reconhecer
antigenos, migram dos foliculos e da bainha linfoide periarteriolar (PALS)
(MEBIUS; KRAAL, 2005). Os macréfagos da regido da polpa vermelha sao
ativamente fagociticos, pois promovem a remocao de eritrécitos senescentes e
danificados e particulas em suspensao vindas do sangue. Na polpa vermelha é
comum ocorrer a hematopoiese extramedular em roedores no estagio fetal e
neonatal (MATSUNO et al., 1989; MEBIUS; KRAAL, 2005) ou em condicdes de
estresse/doenca ou gravidez (BRONTE; PITTET, 2013). Na polpa vermelha
sdo encontrados os seios venosos que ficam adjacentes a zona marginal,
revestidos por uma rede de células endoteliais e fibras reticulares (SAITO et al.,
1988). Varios pigmentos podem ser encontrados no baco, sendo a
hemossiderina no citoplasma de macréfagos os achados mais tipicos, de fato
0 pigmento mais comum da polpa vermelha. O ferro da hemoglobina dos
eritrocitos fagocitados € convertido em hemosiderina para armazenamento no
baco (LOSCO, 1992).

A polpa branca é encarregada de iniciar as respostas imunes aos
antigenos do sangue, pois contém um quarto dos linfocitos do corpo e possui
também outras células fagociticas importantes (macrofagos, neutréfilos e
células dendriticas) na resposta imunoldgica. A polpa branca € composta por
trés subcompartimentos: bainha linfoide periarteriolar (PALS), foliculos e zona
marginal (CESTA, 2006). Fora esses, encontramos as arteriolas centrais e 0s
capilares. A PALS sao formadas por linfocitos, bases homocéntricas de fibras e
células reticulares divididas em PALS internos e externos (SAITO et al., 1988;
VAN REES et al., 1996). A regido interna com alta concentracédo de linfécitos T,
possui uma coloragdo mais intensa que a regido externa, pois sua populacao é
predominantemente de células T pequenas. As células TCD4" é a linhagem

mais abundante na PALS interna, mas podemos encontrar em menor nimero
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células TCD8" como também as células dendriticas interdigitadoras e células B
migratorias (SAITO et al., 1988; DIJKSTRA; VEERMAN, 1990; VAN REES et
al., 1996; STEINIGER, 2015). A PALS externa é um importante sitio de trafego
de linfécitos, no qual ocorre o desenvolvimento de plasmécitos. Os linfocitos
que preenchem essa area tém caracteristicas de tamanho médio e pequeno
(MATSUNO et al., 1989; DIJKSTRA; VEERMAN, 1990). ApGs os PALS, a area
de foliculos surge. Encontrados nos locais de bifurcac@o das arteriolas centrais,
sdo formados principalmente por linfécitos B e em menor niamero por células
dendriticas foliculares e células TCD4*, geralmente ndo possuem células
TCDS8" (VAN REES et al., 1996; WARD et al., 1999). Os foliculos podem conter
centros germinativos, que sédo formados apos células B serem estimuladas por
antigenos, nele também contém macrofagos e células B apoptéticas (WARD et
al., 1999). A zona marginal é achada exclusivamente no baco, situada entre a
polpa vermelha, PALS e foliculos. Tem como funcdo rastrear antigenos e
patdogenos da circulacdo e efetua papel importante no processamento de
antigenos (MEBIUS et al.,, 2004). No interior da zona marginal € formada a
zona marginal metalofilico, que contém um subconjunto Unico de macréfagos
que fica adjacente aos PALS e foliculos (MATSUNO et al., 1989; DIJKSTRA;
VEERMAN, 1990; MEBIUS et al., 2004). O seio marginal que é a zona
adjacente a zona marginal dos macrofagos metalofilico € continuo com os
vasos que alimentam os leitos capilares das PALS e foliculos (MEBIUS;
KRAAL, 2005). Por fim, na estrutura da polpa branca, existe um anel externo
espesso da zona marginal, composto de fibroblastos reticulares, macréfagos de
zonas marginais, células dendriticas e células B de zona marginal (DIJKSTRA,
VEERMAN, 1990; MEBIUS; KRAAL, 2005). Os macréfagos da zona marginal
sSao essenciais ha remocao de microrganismos e virus, devido expressar uma
série de receptores de reconhecimento de padrées, sendo muito importantes
na absorcdo de varias bactérias (MEBIUS; KRAAL, 2005). Além das polpas, o
baco apresenta trabéculas que surgem da capsula contendo varios vasos
sanguineos, linfaticos e nervos no seu interior. Os vasos linfaticos séo
eferentes, nos quais os linfécitos migram para os linfonodos esplénicos
(BALOGH et al., 2004; CESTA, 2006; BRONTE; PITTET, 2013).

O envenenamento por serpentes ao redor do mundo esta envolvido em

alteracdo sistémica consideradas de grande risco a vida. Nesses casos 0S
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orgaos mais estudados na literatura até o momento sdo os rins, figado e
coracgdao, por serem sitios alvo das toxinas de venenos. Trabalhos mostram que
0os danos sistémicos promovidos por envenenamento de serpentes provocam
na sua maioria hemorragias, necrose, degeneracdo e outras alteracOes
bioquimicas e hematolégicas em modelo murino (RAPOSO et al., 2000;
EVANGELISTA et al.,, 2010; SILVA et al.,, 2012; DE MORAIS et al., 2013).
Quando se refere aos bacos envenenados, a literatura denota poucos estudos
sobre esse 6rgdo. Contudo, o que se tem de envenenamento no bago mostram
que as alteracdes mais marcantes nesse O0rgao sdo: congestdo, hemorragia,
hematopoiese extramedular e necrose nos casos mais graves (RAPOSO et al.,
2000; SILVA et al., 2012; VENKATESAN et al.,, 2014). No entanto, existem
estudos em murinos que quando envenenados por serpentes nao sofreram
alteracOes esplénicas (RODRIGUES et al., 2001; ZENI et al., 2007; GOPI et al.,
2015). Isso pode estar diretamente relacionado ao tipo de serpente e ao tempo
de envenenamento, pois quanto maior tempo de exposicdo do 6érgdo ao

veneno maior sdo os danos observados.

3. JUSTIFICATIVA

O numero elevado de acidentes ofidicos que ocorrem nha regiao
Amazobnica leva a busca pelo tratamento alternativo através de plantas
medicinais que € uma opc¢ao rapida e barata para a populacdo que nao possui
acesso em curto prazo ao tratamento. Dessa forma, esclarecer o efeito do
veneno de Bothrops atrox no baco de mamiferos (modelo murino) e a acao do
extrato da planta Bellucia dichotoma sobre o mesmo, vem contribuir para o
conhecimento sobre o envenenamento no bagco e os aspectos da toxicidade

sistémica dos fitoterapicos.

4. HIPOTESES DESTE ESTUDO

Quanto ao veneno botrdpico:
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Hi: o envenenamento experimental por B. atrox altera a microestrutura

esplénica.

Ho: 0 envenenamento experimental por B. atrox n&o altera a microestrutura

esplénica.

Quanto ao tratamento fitoterapico ndo convencional ao envenenamento:

H;: o extrato de B. dichotoma é eficiente na inibicdo dos efeitos do veneno de

B. atrox na microestrutura esplénica.

Ho: 0 extrato de B. dichotoma néo é eficiente na inibicdo dos efeitos do veneno

de B. atrox na microestrutura esplénica.

Quanto ao tratamento fitoterapico ndo convencional ao envenenamento em

associacao ao soro antiofidico:

H,: o extrato de B. dichotoma/soro antiofidico € eficiente na inibicdo dos efeitos

do veneno de B. atrox na microestrutura esplénica.

Ho: o extrato de B. dichotoma/soro antiofidico ndo € eficiente na inibicdo dos

efeitos do veneno de B. atrox na microestrutura esplénica.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar por estereologia a macro e microestrutura do baco de
camundongos Swiss desafiados com o veneno de Bothrops atrox, bem como, o
papel do extrato aquoso de Bellucia dichotoma (per si ou em associagdo com o
soro antibotrépico) na preservacao desses componentes estruturais apos 24 h

experimentais.
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5.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar as altera¢des volumétricas no baco;

2. Avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a microestrutura esplénica
envolvida com a filtracdo/hemodinamica;

3. Avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a microestrutura esplénica
envolvida com a eritropoiese;

4. Avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a microestrutura esplénica
envolvida com o perfil celular imune;

5. Elucidar se o tratamento complementar (Bellucia dichotoma) apresenta
equivaléncia em relacdo ao tratamento convencional (soro
antibotropico).

6. Avaliar a eficiéncia da estereologia na determinacao do volume do baco.

6. MATERIAL e METODOS

6.1. Material vegetal

6.1.1. Coleta e identificacdo da espécie vegetal

As amostras de Bellucia dichotoma foram coletadas no Estado do Para,
nas proximidades da comunidade de Cucurund, Santarém, Para, Brasil
(02°27°21.0" S e 54°47°45.7" W), no més de margo de 2013. A identificacdo
botanica foi feita pela Dra. Regina Célia Viana Martins da Silva do Herbario da
EMBRAPA/Amazodnia Oriental (Belém/PA, Brasil). Uma exsicata da planta foi
armazenada no Herbario sob o cddigo (IAN): 1852213.

6.1.2. Obtencao do extrato aquoso de Bellucia dichotoma (EABd)

O extrato aquoso de Bellucia dichotoma foi proveniente de
Santaréem/PA, o qual foi preparado de acordo com as praticas dos moradores

locais do Eixo Forte da Regido Oeste do Para, Amazonia, Brasil (Moura et al.,
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2014). Por conseguinte, utilizou o p6 das cascas de B. dichotoma na
quantidade de 50g, que foi extraido com agua destilada na proporcdo 1:10
(m:v) com agitagcdo constante de 1.250 rpm e temperatura de 100° C até ferver
(ch& por decoccgdo). ApoOs resfriamento, foi retirada a aliquota de 150 mL,
proporcional a um copo de cha como utlizado pela populacdo local.
Posteriormente, o material foi liofilizado e o rendimento foi de 2,9 g de extrato

SeCo.

6.2. Material animal

6.2.1 Aquisicao do veneno de Bothrops atrox (VBa) e do soro
antibotrépico (SAB)

O veneno foi obtido através de serpentes adultas da espécie Bothrops
atrox oriunda da Floresta Nacional do Tapajos (FLONA), situada no km 83 da
BR-163, em Santarém, PA, Brasil. Tanto a coleta como a extracdo do veneno
foram consentidas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade/ICMBIo, pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO - n® 14018). O veneno foi coletado in natura, em
seguida liofilizado e mantido a -20° C até o momento do uso. Os animais foram
mantidos no biotério das Faculdades Integradas do Tapajos/FIT, Santarém-PA,
sob a responsabilidade do MSc. Hipocrates de Menezes Chalkidis e com a
autorizacdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal-
CONCEA n° 26/2013. Para o presente estudo, utilizou-se o soro antibotrépico
(SAB) produzido pelo Instituto Butantan, S&o Paulo, Brasil, com o seguinte
namero de Lote: 105113B.

6.3. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss do sexo masculino, pesando 34-
41g, oriundos do Biotério da Universidade Federal do Oeste do Para,

Santarém, Para, Brasil. Esses animais ficaram retidos em condi¢cdes padrdes
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de temperatura 22 £+ 1° C, ciclo de 12 h claro/12 h escuro, acomodados em
gaiolas - padrdes com agua e racao ad libitum. Todos os experimentos foram
realizados de acordo com a regulamentacdo vigente (Lei Federal 11.794) e
com a aprovacgdo do Comité de Etica no uso de Animais da Universidade do
Estado do Para (UEPA) com o Protocolo n° 43/11.

6.4. Inducdo do envenenamento por Bothrops atrox

Para a induc&o do envenenamento por Bothrops atrox, foram injetados 5
ug de veneno (que equivale a duas doses minimas edematogénicas/DME) no
coxim plantar das patas direitas posteriores dos camundongos em volume
constante de 50 pL. Para avaliar o efeito do extrato aquoso de Bellucia
dichotoma no baco, foram utilizados os seguintes tratamentos:

I Salina, controle negativo (injecdo de solugdo salina 0,9%,via

subplantar);

ii. Veneno de Bothrops atrox (VBa) (injecdo de VBa 2x DME, via
subplantar);

Iii. Extrato aquoso da casca de B. dichotoma (EABd; 289,8mg/kg),
via oral imediatamente apos a injecdo do veneno de B. atrox;

\2 EaBd em associacao ao soro antibotrépico (EaBd/SAB), via oral
imediatamente apds a injecdo do veneno de B. atrox e SAB, via
plexo venoso oftalmico (100 pL);

V. Soro antibotrépico (SAB) (injecdo de soro antibotrdpico via plexo
venoso oftalmico, 100 pL), apds a injecao do veneno de B. atrox.

Nesse estudo foi utilizada a dose de EaBd de 289,8 mg/kg por ter sido
esta a dose mais eficaz no bloqueio da atividade edematogénica provocada

pelo veneno de B. atrox em camundongos (MOURA et al., 2014; MOURA et al.,
2017).

6.5.1 Coleta, processamento e volumetria dos 6rgéos
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Apés 24 h de cada tratamento, os animais foram sacrificados por
deslocamento da coluna cervical e o baco removido por inteiro e fixado em
formol tamponado por 48h (Figura 4A). Todas as amostras foram processadas
no Laboratério de Morfologia Quantitativa, UFAM, Manaus, AM. Com o auxilio
de um estereomicroscopio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha) os 6rgaos
foram removidos de tecidos extraparenquimais e pesados em uma balanca
analitica (Shimadzu AY220, Japéo).

Dois procedimentos foram adotados para a determinagcdo do volume
absoluto dos bacos: (i) deslocamento de fluido, segundo SCHERLE (1970), (ii)
secdes seriais sistematicas uniformes aleatérias segundo Cavalieri (HOWARD,
V.; REED, M. G., 2010). Ambas as abordagens permitem a obtencdo do
volume absoluto, mas diferem quanto a precisdo e acuracia dos resultados e
quanto a praticidade de sua aplicacdo. Na primeira abordagem, os 6rgdos
intactos foram individualmente submersos em um recipiente contendo a mesma
solucéo fixadora suspensa por um fio delgado de cobre (Figura 4B). O 6rgéo
pendente na solugéo foi totalmente imerso, porém sem tocar o fundo e as
laterais do recipiente. O conjunto foi disposto sobre uma balanca analitica
(Shimadzu AY220, Japdo). Antes da imersado, a balanca foi zerada e o valor
observado no painel eletrénico apés a imersao representou o volume do 6rgao

sem corre¢ao da densidade do fluido (SCHERLE, 1970). Para a correcao da

densidade a seguinte equacéo foi aplicada: Volume = ; onde PS é o peso do

6rgdo submerso (g) e DF é a densidade do fluido (1,060 g/cm?®).
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Figura 4. A. Camundongo dissecado revelando a relacdo topolégica entre o baco (S),
estbmago (Sto) e figado (L). B. Aplicacdo da técnica de deslocamento de fluido (volume) em
balanca analitica. C. Seccionamento do baco em duas metades, obtencdo de orientacédo
espacial aleatdria pré-inclusdo e microtomia. D. Aplicacdo do Principio de Cavalieri por
contagem de pontos sobre as secdes seriais. A régua indica a posicdo em que as secdes
foram obtidas (9-13 por baco). O sistema de contagem contendo cruzes foi empregado para a
obtencdo do numero total de pontos sobre o bago de cada animal.

6.5.2. Estereologia

Apos a obtengdo do volume por deslocamento de fluido, os bacos foram
desidratados em concentracfes crescentes de etanol (70 e 96%), pré-
infiltrados (96% etanol/resina plastica) e infiltrados (resina plastica). Em
seguida, cada baco foi seccionado ao meio, e cada metade disposta com sua
face seccionada voltada para o plano da mesa (plano horizontal) (Figura 4C).
Cada metade foi girada em relagdo ao eixo vertical perpendicular ao plano
horizontal seguindo um sistema de angulos sorteados ao acaso. A posicao
aleatdria obtida foi marcada no baco e mantida durante o processo de incluséo.
Esse procedimento permite a obtencdo de secbes com elevada variabilidade

na disposicdo dos perfis de estruturas garantindo reducdo no viés de
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amostragem. As secdes obtidas sdo chamadas de verticais (BADDELEY et al.,
1986). As duas metades de cada baco foram dispostas em moldes individuais
preenchidos finalmente com resina plastica de hidroxietil-metacrilato (Technovit
7100, Kilzer-Heraues, Alemanha). Os moldes foram mantidos em estufa
aguecida a 40° C por 24 h para a polimerizacdo completa da resina. Em
seguida, cada bloco foi observado em um estereomicroscopio (Leica EZ4D
Digital System, Alemanha) e o comprimento total do baco incluido na resina foi
medido e dividido por 9 ou 13, conforme o comprimento do 6rgéo. O resultado
obtido representou a distancia entre as se¢cfes seriais a serem obtidas em cada
orgao. Essa distancia foi marcada em sequéncia ao longo do bloco de resina e
serviu de orientacdo para a microtomia que foi realizada em um micrétomo
(Leica RM 2145, Alemanha). As sec¢bes foram posteriormente coradas com
azul de toluidina 0,5% (azul de toluidina, 0,12 g; borato de Na*, 0,5 g; H,O
destilada, 100 mL) e fucsina basica (fucsina basica, 0,5 g e H,O destilada, 100
mL). Todos os procedimentos adotados para o processamento histolégico
estavam de acordo com KIERNAN (1999).

6.5.3. Determinacéo do volume (Cavalieri)

O principio de Cavalieri (CAVALIERI, 1635) foi empregado para a
determinacdo do volume total dos 6Orgdos a partir de secOes seriais. Esta
técnica estd fundamentada em robusta analise matematica e estatistica e €
extremamente eficiente (WEIBEL, 1980; GUNDERSEN et al., 1988; HOWARD,
C. V.; REED, M. G., 2010; MOUTON, 2011). Como proposto por Bonaventura
Cavalieri ha mais de 380 anos atras, o volume de qualquer estrutura pode ser
obtido apds o seu seccionamento e determinacdo do produto das areas planas
obtidas pela distancia entre as se¢des. Com a introducdo dos sistemas de
contagens, a sobreposicdo de pontos a estrutura de interesse passou a ser o
referencial de contagem, isso dotou a quantificacdo com praticidade e
eficiéncia (GUNDERSEN et al., 1988; HOWARD, V.; REED, M. G., 2010).

O principio de Cavalieri sera empregado sempre que houver a
necessidade da determinacdo precisa e acurada do volume. Para tal, as

secOes foram digitalizadas através de um estereomicroscopio com sistema de
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captura de imagem (Leica EZ4D Digital System, Alemanha) e sobre cada
secao foi sobreposto um sistema teste de contagem contendo pontos por meio
do software Imod versdo 4.7/médulo stereology (KREMER et al., 1996). A
andlise consiste em contar os pontos que tocam 0s respectivos 6rgdos como
mostrado na Figura 4D. O somatorio de pontos em cada 6rgédo foi aplicado na

seguinte equacao:

— " D a
Vspleen_élz>I %)T

Onde, V é o volume absoluto do baco, 'Zn: i € 0 numero total de pontos
sobre cada baco, a/p é a area representada por cada ponto (44.100 um?) e T
(1000 um) é a distancia entre cada secdo. Um coeficiente de erro de 5% foi
considerado aceitavel. (GUNDERSEN; @STERBY, 1981; GUNDERSEN et al.,
1988). Visto que as contagens nas sec¢des seriais em um 6érgdo representam
eventos dependentes, ndo podemos aplicar as equag¢des convencionais para a
determinacdo das medidas de dispersdo. Para tal, um conjunto de
determinacdes estatisticas voltados para eventos dependentes foi aplicado
(GUNDERSEN; JSTERBY, 1981; MAYHEW, 1991; HOWARD, C. V.; REED,

M. G., 2010).
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Figura 5. A. Diagrama do baco visto em menor aumento. B. Diagrama de &rea selecionada
aleatoriamente e vista em maior aumento. C. Detalhe do sistema de contagem de pontos
utilizado para a determinacdo da porcentagem de componentes no baco. cap, capsula; t,

trabécula; a, arteriola; f, foliculo; s, sinusoides; wp, polpa branca; rp, polpa vermelha.

6.5.4. Determinacéo do volume relativo (Delesse)

A porcentagem de cada componente interno foi obtida pelo principio de
Delesse (densidade de volume) (HOWARD, C. V.; REED, M. G., 2010). Um
aumento de 200x foi empregado em campos de vista selecionados
aleatoriamente (Figura 5A). Os componentes foram quantificados pela
contagem de pontos e referenciados em relagdo ao volume total do 6rgéo
(Figura 5B). A porcentagem de volume ocupado por cada componente em

relacdo ao espaco de referéncia (6rgao) sera calculado como:

M=

Pcomp

W (componente, espaco de referéncia) =
P ref

M

1
i

Onde Vv é a densidade de volume (volume fracional ou densidade

relativa), Pcomp é o somatério de pontos sobre os componentes do baco
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(capsula; trabécula; polpa vermelha: regido eritropoiética e sinusoides; polpa
branca: bainha linfoide periarteriolar, foliculo e zona marginal) e Pref é o
somatorio de pontos que tocam o espaco de referéncia (bagco) (HOWARD, C.
V.; REED, M. G., 2010) . Os valores percentuais foram transformados em

absolutos apos multiplicacdo pelo volume de Cavalieri.

6.5.5. Contagem do numero de perfis celulares

Uma quantificacdo bidimensional foi empregada para a determinacao do
namero de perfis de megacariécitos na polpa vermelha e linfocitos e
macréfagos na polpa branca. Para tal, um sistema teste contendo quatro linhas
delimitando uma moldura de contagem (counting frame) empregado (Figura 62
e B). Os perfis foram contados somente se eles estivessem no interior da
moldura (mesmo suas extensdes) e ndo tocando a linha de exclusdo. A

seguinte equacao foi empregada:

Q

_ Y
(O Nframes x ), Aframe)

Onde: Y. Q € o numero de perfis celulares; ), Nframes é o somatério de

molduras analisadas e ), Aframe é a area da moldura.

A

Linfécito B Linfocito T Macréfago

ml

Figura 6. Diagrama da regido do bago sobreposta com um sistema de contagem contendo
uma moldura (frame) de dimensdes definidas. A. Esse sistema foi usado para a contagem de
perfis de megacariocitos (m1, m2 e m3). O sistema apresenta linhas continuas (linha permitida)
e tracejadas (linha de exclusdo). Se o nudcleo da célula em questdo é visto dentro da moldura
ou tocando a linha continua, ele foi contado (ex. m2 e m3). Contudo, se o nlcleo esta fora da
moldura ou toca a linha tracejada, este ndo foi contado (ex. m1). B. O mesmo procedimento foi
empregado na contagem de linfécitos e macréfagos na regido folicular. wp, polpa branca; rp,
polpa vermelha; zm, zona marginal; ac, arteriola central.
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6.6. Estatistica

O programa estatistico Prisma (GraphPad Software, Inc., CA, USA) foi
usado para a analise estatistica e grafica deste estudo. Os dados foram
testados quanto a sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
resultados foram analisados por meio de ANOVA (andlise de variancia one-
way). Nos casos em que a diferenca entre os grupos seja indicada, o
paramétrico de multiplas comparacdes de Tukey foi utilizado para comparar 0s
valores médios entre os grupos testados. O limite de confianca estabelecido
para os testes foi de 5%. Os dados estereologicos obtidos através da
microscopia de luz serdo avaliados para cada animal e o estimador da
variancia foi determinado usando o coeficiente de erro (C.E.) para cada
parametro. A precisdo da estimativa do volume de referéncia segundo Cavalieri
foi determinada de acordo com (CRUZ-ORIVE, 1999):

_ 12

B Jn

CE(> Pi)=| 00724 x > x
— JA "

Onde: CE(ZPi)indica o coeficiente de erro para a determinacdo do
i=1

volume; B indica a variancia das &reas transversais (shape coeficient) e

NI

depende da complexidade das formas da estrutura; n representa 0 nimero de

n
secoes avaliadas e Z Pi é o nimero de pontos contados sobre as seces.
i=1

O CE da densidade de volume e de superficie foi estimado de acordo

com (ORIVE, 1980) usando a equagao:

CE(Rv) _Lkl {ZZL}UZ“ + szév -2 ZZEVH
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Onde: CE(RV)indica o coeficiente de erro para a determinacdo da

relacdo superficie-volume ou densidade-volume; k representa o numero de
imagens analisadas e u e v sdo as contagens de interse¢cdes ou pontos

efetuadas. Um CE < 10% sera considerado satisfatorio (preciso).

7. RESULTADOS

7.1. Biometria dos animais

A massa corporal, a massa dos bacos e a relacdo massa do baco/massa
corporal estdo apresentados na Fig. 7. O aparente decréscimo na massa do
baco (Fig. 7B) e na relacdo massa do baco/massa corporal (Fig. 7C) em VBa

nao apresentou diferenca estatistica.
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Figura 7. Efeito dos tratamentos sobre a biometria dos animais. A) massa corporal. B) massa
dos bacgos. C) relacdo da massa bacgo/corpo dos animais. n=4 em todos os tratamentos. A
diferenca estatistica, quando presente esta indicada.

7.2. Volume total do baco

O volume total dos bacos obtido por contagem de pontos (principio de
Cavalieri) e por deslocamento de fluido (segundo Scherle) esta representado

na Fig. 8A. N&o houve diferenca significativa nesse parametro nas duas
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metodologias adotadas. O volume do baco esteve visualmente maior quando
avaliado por deslocamento de fluido. Essa diferenca pode estar relacionada a
presenca de tecidos extraesplénicos que aumentam o volume total do 6rgdo. O
volume total do baco relacionado a massa corpdrea dos animais esta
apresentado na Figura 8B. Nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos, contudo o grupo VBa, mais uma vez, mostrou tendéncia de

decréscimo em relacdo aos demais.
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Figura 8. A. Efeito dos tratamentos sobre o volume do baco por meio do Principio de Cavalieri
e deslocamento de fluido (Scherle). B) Volume total do bago em funcdo da massa corporal dos
animais. n=4 em todos os tratamentos. A diferenca estatistica, quando presente esta indicada.
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7.3. Componentes esplénicos

7.3.1. Volume da polpa vermelha e seus componentes

O volume da polpa vermelha mostrou tendéncia de decréscimo no grupo
VBa em comparagao aos demais, que exibiram proximidade em seus valores
(Fig. 9A). Tendéncia de decréscimo também foi observada para o volume da
regido eritropoiética (Fig. 9B) e volume dos sinusoides e corddes esplénicos
(Fig. 9C). Contudo, nédo se observou diferenca estatistica entre os tratamentos.
Como mencionado, o tratamento EaBd, EaBd/SAB e SAB foram semelhantes

ao tratamento salina.

7.3.2. Volume da polpa branca e seus componentes

O volume da polpa branca mostrou tendéncia de decréscimo no grupo
VBa em comparacédo aos demais, que exibiram proximidade em seus valores
(Fig. 10A). O volume do PALS diminuiu significativamente no tratamento VBa
em relacdo ao SAB (p = 0,005). Sugerindo mudancas na populacdo de
linfécitos T em volta da bainha periarteriolar. Os tratamentos salina, EaBd e
EaBd/SAB apresentaram valores médios proximos. As regifes foliculares e a
zona marginal ndo apresentaram alteracdes significativas. Sugerindo que a
populacdo de linfocitos B (foliculares) e residentes da zona marginal ndo foi

alterada quantitativamente (Fig. 10C e D).
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Figura 9. Quantificagdo da microestrutura da polpa vermelha. A) Volume da polpa vermelha. B)
Volume da Regido eritropoiética. C) Volume dos sinusoides e corddes esplénicos. n=4 em
todos os tratamentos. A diferenga estatistica, quando presente esté indicada.
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Figura 10. Quantificagdo da microestrutura da polpa branca. A) Volume total da polpa branca.
B) Volume da Regido PALS.C) Volume dos foliculos. D) Volume da Zona Marginal. n=4 em
todos os tratamentos. A diferenga estatistica, quando presente esta indicada.

7.3.3 Volume das trabéculas e capsula esplénicas

Os componentes fibrosos (conjuntivo) que formam a capsula e as
trabéculas estdo apresentados na Figura 11. Com excecao de uma tendéncia
nao significativa a aumento do volume das trabéculas nos tratamentos EaBd e
EaBd/SAB, ndo observamos demais alteracfes nesse parametro (Fig. 11A). A
capsula esteve aumentada no tratamento EaBd/SAB em relagéo ao tratamento
VBa, sugerindo inducdo de proliferacdo de componentes fibrosos ou células

miocontrateis (Fig. 11B).
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Figura 11. Quantificagdo da microestrutura dos componentes fibrosos. A) Trabécula. B)
Cépsula. A diferenca estatistica, quando presente esta indicada.

7.4. Contagem Celular

A Figura 12 apresenta as contagens de megacariocitos na polpa
vermelha e de linfécitos e macrofagos foliculares na polpa branca. O numero
de megacariocitos e linfocitos ndo apresentou diferenga estatistica (Fig. 12A-
B). Os numero de macroéfagos esteve significativamente aumentado no

tratamento VBa, sugerindo aumento na fagocitose.
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Figura 12. Contagem do numero de células em 2D. A) NUmero de megacaridcitos. B) Niumero

de linfocitos foliculares. C) Nimero de macréfagos foliculares.

46



. Salina
2200
* Veneno botrépico
—~ 2000 B EaBd
=
:? v EaBd/SAB
n 1800
E
€ @ s
"8 1600
>E 600
1400 550 NN
":4’9
1200 &
1800 1400 N
1300 .00 3%0 @
v
- 1100 itoo 300 &é
ememm, (M m 3 Kg q AL
)

Figura 13. Relacgdo entre o volume da polpa branca, polpa vermelha e volume total do baco. o
tratamento VBa foi caracterizado por menor volume da polpa branca e vermelha resultando em
menor volume do baco. Os demais grupos mostraram certa aglomeragao.

A Figura 13 apresenta a interacdo entre os componentes do bago e sua
relacdo com o volume total do érgao. Nesta interpretacao é possivel observar a
distancia relativa entre o tratamento VBa e os demais. Esse tratamento foi
caracterizado por menor volume da polpa branca e vermelha resultando em
menor volume do bago. Os tratamentos salina, EaBd, EaBd/SAB e SAB
apresentaram proporc¢des similares. Esses resultados sugerem que o extrato
de Bellucia dichotoma apresenta um efeito bloqueador as atividades toxicas do

veneno de B. atrox.
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7.5. Histologia do bago

A histologia do baco dos animais nos tratamentos experimentais esta
apresentada na Figura 14. A andlise microscopica mostrou aparente reducéo
do PALS e da regido eritropoiética em VBa (dados comprovados ap0s a analise

estereoldgica).

7.5. Eficiéncia da técnica estereoldgica

A Figura 15 apresenta a influéncia do numero de secdes sobre a
precisdo da determinacdo do volume de Cavalieri do baco. O volume do baco
nos diferentes tratamentos comeca a estabilizar a partir de 12 secbes
histologicas ao longo do 6rgéo todo. Contudo, um coeficiente de erro abaixo de
5% ja pode ser observado com 6 secdes. Esses resultados indicam que a
eficiéncia e a precisdo neste estudo sdo alcancadas com 12 secdes

histologicas. Menos é imprecisa, mais é ineficiente.
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EaBd/SAB

Capsula M
Polpa branca
Polpa vermelha

Figura 14. Histologia do bago dos animais experimentais. A-B) Salina; C-D) Veneno botrépico; E-F) Extrato de Bellucia dichotoma; G-H) Extrato de Bellucia
dichotoma/soro antibotrépico; I1-J) soro antibotrépico. L) Regido da polpa vermelha infiltrada com megacariécitos (setas), macréfagos (quadrado tracejado) e
linfécitos (quadrado continuo). M) Secdo de baco indicando as macroestruturas visiveis nesse aumento. cap, capsula; t, trabécula; ac, arteriola central; f,
foliculo; wp, polpa branca; rp, polpa vermelha; zm, zona marginal.
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Figura 15. Precisdo e eficiéncia da
andlise estereoldgica no bago. Cada
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8. DISCUSSAO

Os extratos vegetais possuem a capacidade de inibir as agbes do
veneno de serpentes através de componentes quimicos que bloqueiam a
atividade enzimatica, atuam como quelantes, inativam processos quimicos ou
agem como imunomoduladores de macromoléculas alvo (MORS et al., 2000).
Bellucia dichotoma é utilizada na medicina popular contra o envenenamento
por serpentes na regido Norte do Brasil. O extrato aquoso dessa planta possui
acdo antiedematogénica contra o veneno de B. atrox (MOURA et al., 2014). No
presente estudo, foram realizados experimentos no baco de camundongos
envenenados por Bothrops atrox e tratados com a planta Bellucia dichotoma,
utiizando a mesma concentracdo do extrato e condicbes de preparo da
populacdo nativa, a fim de investigar a acdo do veneno e 0s possiveis efeitos
do extrato aquoso sobre o baco envenenado.

Neste estudo, a agdo aguda (24 h) do veneno de B. atrox afetou a
morfologia da polpa vermelha, reduzindo o volume da regido eritropoiética, e
comprometeu a polpa branca, reduzindo o volume de PALS e aumentando o
namero de macrofagos. Esses dados sdo uma indicacdo de alteracBes na
producdo de eritrocitos e na resposta imune. O extrato de B. dichotoma inibe os
efeitos do veneno botrépico, preservando as microestruturas esplénicas e
provavelmente sua funcdo. A associacdo entre o extrato de B. dichotoma e o
soro antibotrépico apresentou os mesmos efeitos de protecdo esplénica. Os
danos histopatoldgicos no baco foram insignificantes, contudo as minimas
alteracOes quantitativas foram reveladas pela estereologia, comprovando que
essa ferramenta apresenta elevado nivel de acuracia e precisao.

Estudos mostraram que danos no baco envenenados por serpentes
(RAPOSO et al., 2000; SILVA et al., 2012; VENKATESAN et al., 2014) causam
hemorragia, a congestdo, a autofagia, a esplenomegalia e, raramente, a
necrose do baco. A polpa vermelha é o sitio de filtracdo do sangue, no qual ha
eliminacdo de células senescentes e danificadas, metabolismo do ferro e
armazenamento de megacariocitos e eritrocitos (CESTA, 2006). Em nosso
estudo, a regido eritropoiética da polpa vermelha quando utilizado VBa
apresentou decréscimo, embora nao significativo, isso possivelmente pode

estar associado com o0s mais abundantes componentes do veneno que
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exercem efeito hemolitico, as metaloproteinases e serinoproteases
(GUTIERREZ, 2002). Essas proteinas sdo responsaveis pelo grave quadro
hemorrégico caracteristico dos envenenamentos (FREITAS DE SOUSA et al.,
2015). Associado a isso também ha o efeito anticoagulante causado pelo
consumo do fibrinogénio enddgeno que exacerba o quadro hemorragico
(GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; GUTIERREZ, 2002). Ainda, muitos venenos
de serpentes contem componentes que podem destruir os eritrécitos e
leucécitos por hemdlise, uma condicdo conhecida por anemia hemolitica
microangiopatica (BARTHOLD et al., 2016). Essa condicdo é um efeito
secundario da coagulopatia induzida pelos componentes do veneno. Como 0
veneno estimula a formacdo de coagulos, feixes de fibrinogénio e proteinas
coaguladas formam-se nos vasos e facilitam a destruicdo de eritrocitos que sédo
capturados nessas malhas (BARTHOLD et al., 2016).

Durante a coleta dos 6rgdos de nosso estudo, ndo verificamos um
quadro hemorragico externo nos animais em 24 h, porém, a analise posterior
das patas que receberam o veneno revelou elevada porcentagem de
hemorragia (dados néo publicados), o que indica a acdo dessas proteases na
coagulopatia, citotoxicidade (especialmente as fosfolipases) e degradacdo dos
componentes da matriz extracelular dos vasos promovendo extravasamento de
células do sangue para os tecidos adjacentes. Sob tais circunstancias € comum
um quadro de esplenomegalia (como mencionado anteriormente) com aumento
da polpa vermelha como uma indicacdo de aumentada hematopoiese
extramedular e filtragdo de antigenos (SILVA et al., 2012). Nossos resultados
estdo em oposicdo a este cenario possivelmente devido ao aspecto agudo de
nossa analise. Essas observacbes sugerem que o0s danos no baco sao
progressivos a partir da inoculacdo do veneno e que nas primeiras 24 h pos-
acidente as alteragbes morfoldégicas sdo menos severas. Contudo, os estudos
nao sdo unanimes quanto aos danos agudos causados por serpentes. No
estudo de MORENO; GUTIERREZ (1988), os bacos de camundongos
envenenados nas primeiras 24 horas pela espécie Bothrops asper também né&o
apresentaram alteracdo histoldgica significativa na polpa vermelha. Enquanto
que as alteracbes encontradas no baco equino envenenado pelo género
Bothrops sp (> 24 h) foram mais severas, consistindo de congestdo e
hemorragia (RAPOSO et al., 2000).
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Uma populacdo celular esplénica diversa ndo somente capturam e
removem antigenos do sangue, mas também iniciam respostas imunes inatas e
adaptativas. Essas respostas sdo desempenhadas na polpa branca do baco.
Essa populacao inclui os leucdcitos, varias linhagens de linfocitos T e B, células
dendriticas e macréfagos (BRONTE; PITTET, 2013). Essas ultimas estéo
envolvidas na identificacdo de patdgenos, na remocéo de células senescentes
e antigenos, regulam a homeostase tecidual e as respostas inflamatérias e
moldam a imunidade adaptativa (CESTA, 2006; ELMORE, 2006). Em nosso
estudo, o VBa induziu a aumento dos macréfagos foliculares, provavelmente
envolvidos na fagocitose dos compostos téxicos do veneno e restos celulares
resultantes da morte celular. Interessante salientar que, teoricamente, 0
aumento na populacdo de macréfagos induz a aumento da eritropoiese
(BRONTE; PITTET, 2013). E provavel, que esse evento seja progressivamente
importante com o tempo. Até recentemente, os macrofagos residentes dos
tecidos eram vistos como descendentes dos mondcitos circulantes; contudo, 0s
estudos de mapeamento genético sugerem que muitos macrofagos e
mondcitos representam distintas linhagens de fagécitos (SCHULZ et al., 2012).
Enquanto que o0s mondcitos circulantes derivam das células tronco
hematopoiéticas, muitos macrofagos residentes (pulméo, figado, cérebro,
cavidade peritoneal, medula 6ssea e bago) sdo estabelecidos em seu local
antes do nascimento a partir de elementos presentes no saco vitelinico ou a
partir de precursores embrionarios do figado (SCHULZ et al., 2012). Isso
implica dizer que o aumento dos macrofagos em nosso estudo pode ter uma
origem medular ou local. Segundo (AZNAURIAN; AMIRYAN, 2006), ao analisar
bacos envenenados por Vipera raddei verificou aumento no numero de
macrofagos dentro dos foliculos e sugeriu serem reacdes inflamatérias
moderadas e ativacao do sistema complemento.

Os extratos de plantas citadas como antiofidicas, sdo encontrados em
todo mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais, regibes da
Asia e das Américas (FELIX-SILVA et al., 2017). Este fato pode estar
associado com a riqueza da flora, dessas regides, bem como a necessidade
relativa de terapias complementares para tratar envenenamentos por
serpentes. Varios extratos e seus compostos isolados tém sido avaliados

quanto a sua capacidade de blogueio frente as atividades bioldgicas induzidas
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pelos venenos de serpentes (ver revisdo por MOURA; MOURAO (2012)). No
presente estudo, os tratamentos contendo o extrato de B. dichotoma (EaBd e
EaBd/SAB) bloquearam as alteracdes na morfologia do baco dos animais
envenenados por B. atrox. Acdo bloqueadora desse extrato também ja foi
descrito para outros sitios em camundongos (MOURA et al., 2013; MOURA et
al., 2014).

O extrato aquoso da casca de B. dichotoma, € composto basicamente
por acidos graxos, flavonoides, terpenos, taninos hidrolisaveis e condensados
(MOURA et al., 2013). A classe de enzimas Ca''/dependentes Fosfolipases A,
presentes no veneno de B. atrox, sdo completamente inibidas pelo extrato de
B. dichotoma (MOURA et al., 2013), com alta predominancia de taninos
condensados (MOURA et al., 2014; MOURA et al., 2017). A classe de enzimas
Ca'’/dependentes Fosfolipases A, presentes no veneno de B. atrox, sdo
completamente inibidas pelo extrato de B. dichotoma (MOURA et al., 2013)
qguando testadas em protocolo de pré-incubacdo. A essa classe de enzimas
sdo atribuidos os efeitos miotdxicos, cardiotdxicos, neurotdxicos, hemoliticos,
hemorragicos e anticoagulantes. Outra classe de enzimas, as
metaloproteinases Zn"‘/dependentes (hemorraginas), também tem sua
atividade bloqueada pelos compostos presentes no extrato de B. dichotoma
(MOURA et al., 2014). A acdo bloqueadora do extrato deve estar relacionada a
presenca de compostos polifendlicos e taninos que precipitam as proteinas do
veneno e formam complexos com o Zn*™* e o Ca™", inibindo a atividade das
fosfolipases e metaloproteinases (MOURA et al., 2013; MOURA et al., 2014).

A técnica estereoldgica aplicada no presente estudo mostrou-se eficiente
e acurada nas determinacdes. Os dados estereoldgicos de bagcos murinos sob
acdo de fitoterapicos sdo poucos e ha total auséncia de informacfes desse
orgdo envenenado por serpentes. A aplicacdo da técnica estereoldgica em
bacos humanos tem sido comum em estudos recentes (CAGLAR, V et al,
2014; CAGLAR, VELI et al.,, 2014). Variados estudos com aplicacdo da
estereologia estdo disponiveis com camundongos (NUTTER et al., 1980;
ALANENTALO et al., 2007; SEYEDI, 2010). Uma vasta literatura esta
disponivel sobre a aplicacdo das técnicas estereoldgicas que permitem o

pesquisador desenvolver o protocolo mais adequado a seu estudo
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(GUNDERSEN et al.,, 1988, HOWARD, V.; REED, M. G., 2010; MOUTON,
2011).

Em nosso estudo, a etapa mais exaustiva foi na obtencéo das secoes
seriais em resina histoldgica, contudo € uma das etapas mais importantes, pois
irA garantir que cada regido do oOrgao terd a mesma probabilidade de ser
amostrada, um dos pilares centrais da estereologia (HOWARD, V.; REED, M.
G., 2010). A aplicagdo do principio de Cavalieri € extremamente facilitado pelo
uso de programas gréaficos de andlise de imagens que ja incorporaram médulos
de estereologia e habilitam plug-ins aos usuarios com o0os mais diversos
sistemas de contagem (grids) possiveis. A estimativa do volume dos
componentes que formam a microestrutura do baco tem sua aplicacéo
facilitada pelo principio de Delesse seguindo as mesmas inovagdes
tecnoldgicas disponiveis. Essas estratégias facilitam a obtencdo dos dados
estereoldgicos. O ultimo ponto a considerar diz respeito ao calculo do erro das
analises. Visto que as se¢des de um baco representam eventos dependentes é
necesséria a aplicacdo de técnicas estatisticas proprias da estereologia para tal
determinacdo (CRUZ-ORIVE, 1980; GUNDERSEN; @STERBY, 1981;
GUNDERSEN, 1986; GUNDERSEN; JENSEN, 1987; CRUZ-ORIVE, 1999). No
presente estudo, o uso de 10-12 secdes obtidas ao longo de todo o érgéo foi
suficiente a determinacdo dos volumes gerando um coeficiente de erro abaixo
de 5%. Esses dados suportam a precisdo de nossa analise e também deixam
claro que o uso de poucas secdes (< 6) e ndo-seriais € altamente arriscado
podendo comprometer o estudo e conduzir o pesquisador a elaborar
conclusdes erroneas baseado nas quantificacdes obtidas.

Em conclusdo, este estudo mostrou que o extrato aquoso de B.
dichotoma administrado por via oral logo apds o envenenamento por B. atrox é
efetivo na inibicdo das alteracdes morfolégicas quantitativas no baco de
camundongos avaliados ap6s 24 h. A associagcdo do extrato com 0 Soro
antibotropico mantém a mesma efetividade bloqueadora, mostrando que o uso
da terapia complementar usada pelas populacdes locais é efetiva na inibicdo

dos efeitos sistémicos provocados pelo envenenamento por B. atrox.
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ANEXOS

1. Autorizagdo comité de ética para utilizagdo de animais.

3. Autorizacdo SISBIO para coleta de serpentes.
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