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RESUMO

SOARES D. R. AVALIACAO LABORATORIAL DE COELHOS (Oryctolagus cuniculus)
APOS INOCULACAO DA PECONHA DE ARANHA-MARROM (Loxosceles
intermedia), = ASSOCIADO AO TRATAMENTO CONVENCIONAL E
OZONIOTERAPIA. 2023. 47f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia Animal). Universidade do
Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2023.

Os acidentes causados por aranhas do género Loxosceles sp. sao chamados de loxoscelismo,
representam um problema de saude publica no Brasil. Dividido em loxoscelismo cutaneo,
caracterizado por dermonecrose e loxoscelismo sist€émico, com complicagdo marcada por
hemolise e coagulopatia disseminada, podendo levar a morte. O objetivo deste projeto ¢ avaliar
o perfil hematologico, bioquimico, hemostatico e urinario em coelhos da raca Nova Zelandia
(Oryctolagus cuniculus), inoculados experimentalmente pela peconha de L. intermedia, em
diferentes grupos de animais utilizando tratamentos convencionais € com ozonioterapia.
Utilizou-se 30 coelhos brancos, da raca Nova Zelandia, machos, com peso variando de 2,0 a
3,5kg. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com temperatura
controlada, com fornecimento de agua e ra¢ao comercial ad libitum, divididos em seis grupos
de cinco animais (n=5): controle positivo (CP), controle negativo (CN), tratamento com O3
subcutaneo (TO3), tratamento com O3 subcutineo e pomada de tetraciclina (TO3+pt),
tratamento com pomada de tetraciclina (Tpt) e tratamento com 6leo de girassol ozonizado (Tol).
As lesoes foram avaliadas clinicamente a cada 12h, e registradas com fotografias. Para
avaliagdo macroscopica levamos em conta a extensdo da lesdo (comprimento x largura) com
paquimetro e as manifestacdes de lesdo: edema, eritema, hemorragia, formacdo de halo
1squémico e tecido necrdtico. Apos pungao da veia auricular marginal com o auxilio de cateter
24G, obtivemos amostras de sangue, antes da inocula¢do (MO0), 54h (M1) e 126h (M2) apos a
inoculagdo da peconha para anélise hematoldgica, bioquimica e testes de hemostasia, apds a
eutandsia dos animais que ocorreu apos a ultima coleta de sangue no M2, por compressao da
bexiga obtivemos amostras de urina para realizacio de urindlise e Relacdo de
proteina:creatinina urinaria. Os resultados foram avaliados por programa computacional Sigma
Plot for Windows (2009), aplicando-se o teste de analise de varidncia (ANOVA), sendo que as
diferengas observadas foram analisadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os valores encontrados
no hemograma, bioquimica, urinalise € RPCU nao apresentaram diferenga estatistica entre os
momentos e grupos. Os valores dos testes de coagulacdo ndo demonstraram diferenca entre
momentos e grupos. N&o houve alteracdo sisttmica em coelhos experimentalmente inoculados
com a dose de 2,5 ug/kg da peconha de Loxosceles intermedia, apesar do aparecimento de
lesbes dermonecroticas, comprovado por auséncia de alteragdes em avaliacdo hemostatica,
hematoldgica, bioquimica clinica e urinalise, assim como da ozonioterapia administrada nas
condigdes do presente estudo. Dessa maneira o presente estudo conclui que Macroscopicamente
0 o0zonio subcutaneo, o 6leo de girassol ozonizado e a pomada de tetraciclina 5% nao
influenciou de maneira significativa o processo inflamatorio e de cicatrizacdo nas lesdes
dermonecrdticas induzidas pela pegonha de L. intermedia em coelhos.

Palavras-chave: Loxoscelismo; Teste de coagulagdo; Urinalise; Ozonioterapia.



ABSTRACT

SOARES D. R. LABORATORY EVALUATION OF RABBITS (Oryctolagus cuniculus)
AFTER INOCULATION OF BROWN SPIDER VENOM (Loxosceles intermedia),
ASSOCIATED TO CONVENTIONAL TREATMENT AND OZONIOTHERAPY. 2023.
47f. Dissertation (Master in Animal Science). State University of Santa Catarina. Postgraduate
Program in Animal Science, Lages, 2023.

Accidents caused by spiders of the genus Loxosceles sp. are called loxoscelism, represent a
public health problem in Brazil. Divided into cutaneous loxoscelism, characterized by
dermonecrosis and systemic loxoscelism, a complication marked by hemolysis and
disseminated coagulopathy, which can lead to death. The objective of this project is to evaluate
the hematological, biochemical, hemostatic and urinary profile in New Zealand rabbits
(Oryctolagus cuniculus), experimentally inoculated with L. intermedia venom, in different
groups of animals using conventional treatments and ozone therapy. Thirty male New Zealand
white rabbits, weighing between 2.0 and 3.5 kg, were used. The animals were kept in individual
cages, in a temperature-controlled environment, with water and commercial feed ad libitum,
divided into six groups of five animals (n=5): positive control (CP), negative control (CN),
treatment with subcutaneous O3 (TO3), treatment with subcutaneous O3 and tetracycline
ointment (TO3+pt), treatment with tetracycline ointment (Tpt) and treatment with ozonized
sunflower oil (Tol). Lesions were clinically evaluated every 12 hours and recorded with
photographs. For the macroscopic evaluation, we considered the extent of the lesion (length x
width) with a caliper and the manifestations of the lesion: edema, erythema, hemorrhage,
formation of an ischemic halo and necrotic tissue. After puncturing the marginal auricular vein
with the aid of a 24G catheter, we obtained samples before inoculation (MO0), 54h (M1) and
126h (M2) after inoculation of the venom for hematological, biochemical analysis and
hemostasis tests, after euthanasia of the animals. animals that occurred after the last blood
collection in M2, by compressing the bladder we obtained urine samples for urinalysis and
urinary protein:creatinine ratio. The results were evaluated using the Sigma Plot for Windows
(2009) computer program, applying the variance analysis test (ANOVA), and the observed
differences were analyzed using the Tukey test (p<0.05). The values found in blood count,
biochemistry, urinalysis and RPCU did not show statistical difference between moments and
groups. The values of the coagulation tests showed no difference between moments and groups.
There was no systemic alteration in rabbits experimentally inoculated with a dose of 2.5 ng/kg
of Loxosceles intermedia venom, despite the appearance of dermonecrotic lesions, proven by
the absence of alterations in hemostatic, hematological, clinical biochemistry and urinalysis, as
well as in the ozone therapy administered under the conditions of the present study. Thus, the
present study concludes that Macroscopically, subcutaneous ozone, ozonized sunflower oil and
5% tetracycline ointment did not significantly influence the inflammatory and healing process
in dermonecrotic lesions induced by L. intermedia venom in rabbits.

Keywords: Loxoscelism; Coagulation test; Urinalysis; Ozone therapy.
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1. INTRODUCAO

Acidentes infligidos por espécies de aranhas do género Loxosceles sp. podem
desencadear quadro clinico grave, sendo eles cutaneo, cutaneo-visceral ou sistémico
(ISBISTER; FAN, 2011). O género Loxosceles sp., possui 139 espécies descritas em todo o
mundo (MAGALHAES et al., 2017). Os acidentes envolvendo esse género sdo relatados com
maior frequéncia em zonas tropicais e subtropicais, as espécies mais comuns de importancia
médica sdo Loxosceles laeta, Loxosceles intermedia e Loxosceles gaucho; e que sdo
popularmente conhecidas como aranha-marrom (MAGALHAES et al., 2017; FINGERMANN
et al., 2020).

Os individuos destas espécies de Loxosceles possuem coloragdo marrom-clara a
escura, com seis pares de olhos dispostos em um padrdo caracteristico de trés pares e pernas
relativamente longas e finas. Eles compartilham uma marca distinta que lembra um violino no
lado dorsal do cefalotérax (MAGALHAES et al., 2017).

Os acidentes causados por essas aranhas sdo chamados de loxoscelismo, ocorrem
frequentemente de forma intra ou peridomiciliares. Apesar da ampla distribuicdo da espécie,
casos clinicos de picada de aranha Loxosceles sp. sdo mais comumente relatados nas Américas,
especialmente no Brasil (OLIVEIRA-MENDES et al., 2020). O loxoscelismo representa um
problema de saide pablica no Brasil, onde as aranhas-marrons séo responsaveis pela maioria
de todos os acidentes com aranhas notificados pelo Ministério da Sadde, com cerca de 8.000
casos por ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Entre os anos de 2017 e 2021 apds levantamento epidemioldgico, dentre as aranhas
identificadas, o acidente loxoscélico foi 0 mais comum, com 39.409 (23,40%) dos acidentes em
todo o Brasil. No periodo de 2020 e 2021, em meio a pandemia de covid-19, houve uma reducgao
no namero de registros de acidentes por aranhas, as notificagdes dos acidentes loxocélicos
foram 7224 e 6513 respectivamente, talvez pela maior preocupacdo com a limpeza domestica
e receio de exposicdo ao SARS-CoV-2 na busca de hospitais (BRASIL, 2022).

Enquanto o loxoscelismo cutaneo é caracterizado por dermonecrose, que geralmente
cicatriza em semanas, o loxoscelismo sistémico é uma complicacdo marcada por hemolise e
coagulopatia disseminadas e pode levar a morte em alguns casos (ISBISTER; FAN, 2011;
ROBINSON et al., 2017). O veneno das aranhas-marrons tem como seu principal componente
a fosfolipase D, que promove agregacdo, adesdo e ativacdo de plaquetas (TAVARES et al.,
2011). As plaquetas séo cruciais para a maquinaria hemostatica e sua regulagéo, possuem papéis
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fisiopatolégicos importantes, presentes na coagulacdo, resposta inflamatoria e imunoldgica
(GARRAUD et al., 2013). No entanto, sdo pouco estudados nos processos fisiologicos como
no loxoscelismo cutaneo e visceral, assim como o mecanismo fisiopatologico hemostatico
(SHARMA et al., 2014).

A diminuicdo da contagem de plaquetas e dermonecrose resultantes de picadas de
Loxosceles sp. foram relatadas em humanos (LEVIN et al., 2013). Tavares et al. (2015)
observaram que os animais trombocitopénicos desenvolveram um quadro mais grave no estagio
inicial, progressao e resolucdo da lesdo dermonecrética, induzida pelo veneno de Loxosceles
sp. Assim, sugerem que as plaquetas tém um papel protetor durante o desenvolvimento da leséo
dermonecrética induzida por esse veneno de aranha. O presente estudo possui como um dos
objetivos relacionar os possiveis disturbios hemostaticos nos animais inoculados com a pegonha
de aranhas-marrons em diferentes tratamentos, avaliando as plaquetas morfologicamente
durante microscopia e 0 seu numero total, para compreender o papel das plaguetas no
loxoscelismo cutaneo-visceral.

Os mecanismos fisiopatoldgicos especificos da peconha sdao multifatoriais e ndo estdo
totalmente esclarecidos (TAMBOURGI et al., 2005; DELASOTTA et al.,, 2014). Dessa
maneira sd80 necessarios estudos que esclarecam as alteracdes fisioldgicas ocorridas no
loxoscelismo cutaneo-visceral em coelhos.

Os protocolos de tratamento propostos para acidentes de aranha-marrom incluem
basicamente corticosteroides, pomadas com antibioticos e soro antiloxoscélico (DELASOTTA
et al., 2014). A eficacia do soro antiaracnidico em neutralizar os efeitos locais variam em
diferentes abordagens terapéuticas, especialmente para a leséo de pele (ISBISTER; FAN,
2011). A tentativa de tratamento topico inclui pomada de colagenase e metilprednisolona;
sulfadiazina de prata (TRAVE; BARABINO; PARODI, 2020); ou mupirocina, muitas vezes
sem sucesso no avancgo da lesdo. Em muitas situacdes a dermonecrose € tdo extensa que requer
enxertos de pele (DELASOTTA et al., 2014).

As estratégias empregadas para tratar lesdes de pele incluem diversas terapias
integrativas. Atualmente a fitoterapia e ozonioterapia vém sendo estudadas como opgdes,
obtendo sucesso na cicatrizacdo de feridas causadas por diferentes peconhas (OLIVEIRA et al.,
2014; RICARDO et al., 2018). A ozonioterapia € uma terapia integrativa baseada no uso de
uma mistura gasosa de oxigénio e 0zdnio medicinal (BOCCI, 2004). Apresentando efeitos anti-
inflamatdrios, antioxidantes, bactericidas, fungicidas, viricidas e melhora na perfuséo tecidual,

dessa forma, sua aplicacdo dentro da Medicina Humana e Medicina Veterinaria vem ganhando
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espaco. Na medicina veterindria é utilizada principalmente no tratamento de afeccGes
dermatoldgicas, oculares e ortopédicas (BOCCI, 2004; ANZOLIN; BERTOL, 2018).

No presente estudo foram avaliados os efeitos da inoculacdo da pegonha de L.
intermedia em coelhos da raca Nova Zelandia sobre os parametros hematoldgico,
bioquimico, hemostatico e urinario, conforme a progressdo do loxoscelismo em diferentes

grupos de animais utilizando tratamentos com e sem ozonioterapia e em animais controle.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hemostasia

Hemostasia ¢ a suspensao de sangramento ou a interrup¢ao do fluxo sanguineo através
de um vaso (STOCKHAM; SCOTT, 2011). A hemostasia atua por meio de mecanismos
constantes e estritos de manutencdo da homeostase no organismo, tem por funcéo primordial a
manutencdo da fluidez sanguinea (principal propriedade do sangue), permitindo sua
caracterizagdo como um liquido com viscosidade variavel. A fluidez sanguinea proporciona
permissividade de fluxo sanguineo pelos leitos vasculares possibilitando o carreamento de
substratos e catabdlicos para o adequado funcionamento celular e organico (GUYTON; HALL,
2006).

O sistema hemostatico também é responsavel pela interrupcdo do fluxo sanguineo para
0 meio extravascular em processos hemorragicos, utilizando-se da formacdo de tampdes
hemostéaticos através da coagulacdo (THRALL, 2007). A dissolucdo posterior dos coagulos
formados é realizada pelo sistema fibrinolitico, possibilitando a reperfusdo sanguinea do tecido
irrigado pela vasculatura acometida (GUYTON; HALL, 2006)

A coagulacdo envolve uma série interconectada de etapas de ativagdo enzimatica que
formam trombina (fator Ila) e convertem fibrinogénio soltvel (fator I) em um tampao de fibrina
insolivel chamado tampao hemostatico secundario. A cascata da coagulacao pode ser dividida

em trés vias, que podem ser avaliadas separadamente in vitro (STOCKHAM; SCOTT, 2011).
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2.1.1 Hemostasia primaria

A partir de uma injuria, o vaso lesionado sofre vasoconstricdo reduzindo a perda
sanguinea, celulas endoteliais sdo ativadas limitando o sangramento e a coagulagdo, em
seguida, as plaquetas se aderem ao endotélio exposto, interagindo com o local da lesdo, se
agregando, formando o tampdo hemostatico priméario com as demais plaquetas ativadas
(STOCKHAM:; SCOTT, 2011).

A alteracdo estrutural do endotélio promove a modificacdo de sua caracteristica
antitrombdtica, por meio da mudanca de sua carga negativa superficial e pela exposicao para o
meio intravascular de moléculas subendoteliais pré-coagulantes, como o fator de von
Willebrand (fvW), colageno, fibroblastos e o fator tecidual (TRIPLETT, 2000).

E observada concomitantemente aos eventos da hemostasia primaria, a sintese local
de pequenas quantidades de trombina. Por meio da acdo enzimatica da trombina para a
formagdo da fibrina a partir do fibrinogénio (evento primordial), a hemostasia secundéria tem
por finalidade, promover a formacdo local do coagulo estavel de fibrina (ETTINGER;
FELDMAN, 2004).

2.1.2 Hemostasia secundaria

A hemostasia secundéria consiste na coagulagao sanguinea. O objetivo da coagulagdo
¢ a geracdo de trombina, que converte o fibrinogénio solivel em fibrina insoltivel. Entdo as
moléculas de fibrina formam liga¢des cruzadas, resultando em uma malha que estabiliza o
tampdo plaquetario formado na hemostasia primaria. A formacao de trombina € o produto de
uma cascata de reagdes enzimaticas iniciada pelo trauma tissular e liberagdo do fator tecidual
(DAY etal., 2001).

A cascata da coagulagdo comega com ativacdo das vias do fator tecidual (FT)
(extrinseca) ou induzida pela superficie (intrinseca) e resulta na formagao de fibrina (fibrina
estavel) pela via comum, iniciando com o fator X (BOUDREAUX, 2010).

Via do fator tecidual (FT): Originalmente, pensava-se que esta via exigia ativagao
extravascular e por isso foi denominada extrinseca. E iniciada pelo FT liberado de tecido lesado
ou exposto a monocitos, macrofagos e células endoteliais ativadas. Tais células podem ser

ativadas por endotoxinas e citocinas inflamatorias (STOCKHAM; SCOTT, 2011).
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O FT da membrana celular liga-se ao fator VII (e VIla) na presenca de Ca*", e o
complexo FT-VIla ativado resultante rapidamente ativa o fator X (via comum) e o fator IX (via
induzida pela superficie) na presenca de Ca>" e fosfolipidio. A trombina ativa o fator XI e a
amplificacao dos pré-cofatores V e VIII para manter a produgao de fator Xa pela via induzida
pela superficie. A maioria dos processos de ativacdo dos fatores de coagulacdo ocorre nas
membranas fosfolipidicas das plaquetas sob auxilio do célcio ionizado (STOCKHAM; SCOTT,
2011).

A Via induzida pela superficie originalmente, era considerada a via ativada por fatores
intravasculares (intrinsecos), € iniciada a partir da ativacdo do zimogénio (enzima inativa
sintetizada nos hepatdcitos) chamado fator de Hageman ou Fator XII (FXII) da coagulacéo
(LICARI; KOVACIC, 2009; STOCKHAM; SCOTT, 2011).

O contato do FXII com superficies endoteliais lesionadas, que sofrem modificacdes
conformacionais acrescido a exposicao de moléculas pré-coagulantes, promove sua ativacdo e
formagdo da enzima FXlla. O fator FXIla promove, com auxilio de outras substancias como a
calicreina e bradicinina, a ativacdo de outro zimogénio, o fator X1 em fator Xla, o qual, por sua

vez, promove a ativacdo do fator IX em IXa (RIDDEL et al., 2007).

2.1.3 Via comum

Via comum ¢ a continuagdo das vias do FT e induzida pela superficie, a partir deste
ponto a coagulacdo desenvolve-se de maneira igualitiria (MACKMAN; TILLEY; KEY,
2007).

Comecando com ativagao do fator X. O fator Xa forma um complexo com o fator Va
(ativado principalmente pela trombina) e o Ca** em uma superficie fosfolipidica para formar o
complexo pro-trombinase ativo, que resulta na conversdo enzimatica de protrombina (fator II)
em trombina (fator Ila) (STOCKHAM; SCOTT, 2011).

A trombina promove a formacdo de mondémeros sollveis de fibrina a partir do
fibrinogénio sérico, sendo a conversdo da fibrina em uma malha ou rede insoltvel (interpostas
em ligag0es cruzadas) realizada por meio do fator Xllla (LICARI; KOVACIC, 2009).

Pro-cofatores proteicos (fatores V e VIII) promovem ativacao do cofator e acelera a
coagulacgdo e a Proteina C (PCA), a mesma inativa os fatores Va e Vllla, e promove fibrindlise

(STOCKHAM; SCOTT, 2011).
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2.2 Testes de coagulacdo

Os testes de coagulacdo sdo uteis no diagndstico de distdrbios de coagulacdo e no
monitoramento da terapia anticoagulante. O tempo de protrombina (TP), o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) e a concentracdo de fibrinogénio em amostras de plasma
colhidos em citrato, sdo testes de triagem amplamente utilizados no cenario clinico para
avaliacdo do perfil de coagulacdo (PICCIONE, 2010).

Embora os diagndsticos de coagulagdo modernos estejam se tornando cada vez mais
complexos, TP e TTPA ainda sdo importantes e refletem a atividade de varios fatores de
coagulacéo dos sistemas extrinseco e intrinseco (PICCIONE, 2010).

Acidentes em humanos causados por aranhas Loxosceles sp. podem resultar em alguns
casos, reacdes sistémicas graves, entre elas, coagulacdo intravascular disseminada (CID),
insuficiéncia renal e morte. Como alguns aspectos da fisiopatologia dos acidentes ocasionados
pelo género de aranha Loxosceles sp. ndo séo totalmente elucidados, torna-se essencial o estudo
das respostas hemostéaticas ao veneno de Loxosceles sp. em modelos experimentais, como em
coelhos (TAVARES et al., 2015).

Estudos anteriores utilizando metodologia semelhante ao apresentado neste trabalho,
ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos experimental e controle nos valores
de TP e do TTPA, mostrando que o sistema de coagulagéo estava funcionando normalmente,
descartando a possibilidade de alteracdes sistémicas na coagulacdo sanguinea. (TAVARES et
al, 2004; TAVARES et al., 2015).

2.3 Hematologia

O sangue transporta as substancias e os elementos necessarios a vida. Os eritrocitos,
parte principal do sangue séo produzidos principalmente na medula 0ssea (eritropoiese), sendo
que sua quantidade é dependente de mudangas no volume plasmatico, destruicdo ou perda,
contracao esplénica, secrecdo de eritropoetina (GARCIA-NAVARRO, 2005).

Os eritrdcitos sdo as células responsaveis pelo transporte do oxigénio até os tecidos,
gracas as moléculas de hemoglobina dispersas em seu citoplasma (HOFFBRAND, 2013). O
exame hematologico € uma ferramenta que permite, de maneira facil, a obtencdo de
informagdes valiosas sobre a satde do animal (GARCIA-NAVARRO, 2005).
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O hemograma é o exame de triagem mais solicitado por ser minimamente invasivo,
pela sua rapidez, e baixo custo em relacdo as informagdes importantes que fornece sobre o
estado geral do paciente. Tais informacGes, aliadas ao historico clinico e ao exame fisico do
animal, possibilitam o diagnostico de inimeras enfermidades. E didaticamente dividido em
eritrograma, leucograma e plaquetograma (HARRIS, 2009) é composto por avaliacGes
qualitativas e quantitativas dos elementos sanguineos (ETTINGER; FELDMAN, 2004).

Determinadas alteracbes morfologicas apresentam significado clinico relevante,
justificando a importancia da avaliacdo microscopica dos esfregacos sanguineos corados, tanto
destas células, quanto das demais. Para tanto, a experiéncia do analisador deve ser levada em
consideracdo (HOFFBRAND, 2013).

A hemoglobina é uma proteina (ferro-porfirina). Essa molécula ocupa um papel
fundamental na fisiologia, pois sua estrutura é um tetramero com cada globina ligada a um
heme separada que se liga ao oxigénio. E responsavel pelo transporte de oxigénio dos pulmdes
para os tecidos (STOCKHAM e SCOTT, 2011).

O leucograma é o conjunto de valores quantitativos, tanto relativo quanto absoluto,
associado as informacGes morfoldgicas dos mesmos. Os leucocitos sdo células de defesa,
envolvidos em diversos processos fisiologicos, produzidos constantemente na medula éssea.
Sao divididos em dois grupos principais, os polimorfonucleares (heteréfilos, no caso de
coelhos, eosindfilos e basofilos) e os mononucleares (linfocitos e mondcitos), apresentando
funcBes distintas e especificas, auxiliando na interpretacdo dos exames laboratoriais
(HOFFBRAND, 2013).

O plaguetograma é a parte do hemograma que expressa a quantidade total de plaquetas
por pL, além de observacdes pertinentes a sua morfologia e distribui¢do no esfregaco sanguineo
(BOMMER et al., 2008). As plaquetas sdo resquicios citoplasméaticos do megacariocito, uma
célula pluripotente de origem medular. Séo caracterizadas pela auséncia de nlcleo e pode conter
granulos em seu interior (HOFFBRAND, 2013). A producdo dessas células e manutencéo das
quantidades na circulacdo é controlada pelo hormdnio trombopoietina. S&o responsaveis pela
hemostasia primaria, formando o tampéo plaquetario, na tentativa de impedir a saida do sangue
dos vasos sanguineos, até que a hemostasia secundaria seja concluida (BOMMER et al., 2008).

Durante o loxoscelismo cutaneo ou viscerocutaneo, alteracbes precoces nos
parametros hematologicos e hemostaticos sdo muito dificeis de acompanhar em acidentes
humanos, pois muitos pacientes procuram atendimento médico mais de 48 horas ap6s a picada
(MALAQUE, 2011).
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Em andlise de 81 pacientes humanos diagnosticados com loxoscelismo cuténeo ou
cutaneo-hemolitico, foram avaliados os dados clinicos e laboratoriais obtidos durante a semana
1 e 2 apds a picada. Foi observado hemdlise macica em apenas 2 casos. A anemia nédo foi
frequente, e observado em 14,7% dos pacientes. A febre foi associada a presenca de hemdlise
(MALAQUE, 2011).

2.4 Bioquimica

A bioguimica sérica reflete a situacdo metabolica dos tecidos de forma a permitir a
avaliacdo de lesdes teciduais, transtornos no funcionamento dos 6rgéos, adaptacdo a desafios
fisioldgicos e transtornos metabolicos especificos (KANEKO et al., 2008).

A analise quantitativa desses compostos aliados aos valores de referéncias adequados
(espécie, idade, sexo, regido) contribui com a avaliacdo clinica, nutricional e metabdlica dos
animais. Tais informacdes auxiliam no diagnostico de diversas patologias de forma prética,
rapida e econbmica, desde que associadas a anamnese e exame fisico do animal. Sdo inimeros
0s metabolitos que podem ser mensurados no soro/plasma sanguineo (KANEKO et al., 2008).

Para o0 auxilio do diagnostico de loxoscelismo em humanos, sugere-se hemograma
completo, urinalise, e analise bioquimica contendo bilirrubinas total e fracfes, fosfatase
alcalina, ALT e AST, desidrogenase latica, creatinofosfoquinase, ureia e creatinina
(MALAQUE et al., 2011).

2.5 Urinalise

A urinalise é um procedimento rapido e fécil que pode fornecer informacé&o valiosa do
sistema urinario, além de avaliar outros 6rgaos como o pancreas e o figado, direcionando assim
0 médico veterinario ao diagnoéstico correto. Fornece ainda informagdes iniciais sobre
distdrbios tais como hemorragia glomerular, hepatopatias, alteracfes metabolicas e infeccbes
do trato urinario (MELILLO, 2007).

A amostra da urina de coelhos pode ser obtida através da micgdo esponténea, por
cistocentese, procedimento menos utilizado, visto a necessidade de sedacdo/anestesia, e por
compressdo vesical, avaliando o potencial risco de rompimento vesical, ja que a parede da

bexiga dos coelhos é delgada, especialmente nos casos de obstrugdo (MELILLO, 2007).
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O exame de urina se divide em trés etapas, o exame fisico, quimico e anélise do
sedimento. Para a avaliacdo de urina no presente estudo foi realizado urinalise completa
semelhante ao utilizado em espécies domeésticas convencionais, aléem de avaliar a Relacdo
proteina creatinina urinaria (RPCU) utilizado como padrdo na avaliacdo de lesdo glomerular
(JENKINS, 2008).

Em humanos sabe-se que insuficiéncia renal aguda ¢ a principal complicacao que pode
levar a morte no loxoscelismo. Lopes et al. (2020) em seu estudo de revisdo bibliografica,
revisou 120 relatos de casos notificados de loxoscelismo, publicados em artigos de 2000 a 2020,
das alteracdes relacionadas ao sistema urinario, verificou-se aproximadamente 14% de casos
de insuficiéncia renal aguda, com aumento dos niveis de uréia e creatinina, oliguria e/ou andria
e 14% de pacientes diagnosticados com anemia hemolitica, com alteracdes na hemoglobina e
bilirrubina, apresentando hemoglobindria, indicando a importancia de exames laboratoriais

para monitorar, as caracteristicas sistémicas do loxoscelismo.

2.6 Ozonioterapia

O oz6nio (O3) é um componente natural da atmosfera, na estratosfera o Oz forma uma
camada indispensavel que nos protege das radiacOes ultravioleta, na troposfera, Oz é
considerado um poluente obtido a partir da reacdo entre os 6xidos de nitrogénio, liberados de
fontes poluidoras como a fumagca de automoveis (HANNINEN, 2019).

Apesar de ser conhecido pelo seu papel como poluente, o Oz é utilizado na medicina
humana e veterinaria como uma mistura gasosa de Oz e O, chamada de ozonioterapia, baseia-
se na dissociacgéo rapida do Oz em agua e libera uma forma reativa de oxigénio que pode oxidar
as celulas, preferencialmente microrganismos indesejaveis. Essa dissociacdo aumenta a
disponibilidade de oxigénio e ATP para a atividade celular (CASE et al., 2012)

O ozonio foi originalmente aplicado na medicina de maneira empirica nos ultimos 200
anos desde o primeiro relato de esterilizagdo em 1826. Ha relatos de uso como molécula
microbicida desse periodo para desinfetar salas de cirurgia e tratamento de agua (TRAVAGLI
etal., 2007). Estudos revelaram outras atividades importantes, como suas fungdes antioxidantes
e anti-inflamatorias, e seu efeito imunoestimulante (TRAVAGLI et al., 2007; ELVIS; EKTA,
2011).

As preparacbes médicas com oz6nio foram classificadas principalmente como

hidroterapia com o0zonio, 6leo ozonizado e auto-hemoterapia com ozdénio. O Os, para
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aplicacOes relacionadas & medicina humana, é usado no tratamento de varias doengas como,
artrite, asma, cancer, hepatopatias, uveite, cistite, osteomielite, sepse, sinusite, infec¢fes da
cavidade oral, entre outras (ALMAZ; SONMEZ, 2015; BORGES et al., 2017).

Tem sido usado principalmente no tratamento de doencas dermatoldgicas infecciosas
como, herpes zoster, abscesso e pé de atleta (TRAVAGLI et al., 2007); doencas alérgicas,
dermatite atdpica, eczema e urticaria (JENEROWICZ, 2012); doengas de eritema escamoso,
como psoriase e pustula palmo plantar (GERSHWIN, 2015); cicatrizagdo de feridas e
recuperacdo de Ulceras (BOCCI, 2015).

Na Medicina Veterinaria vem ganhando espago e é utilizada principalmente no
tratamento de afeccGes dermatoldgicas (agdo antimicrobiana e cicatrizacdo de feridas),
ortopédicas e oculares (ORLANDIN et al., 2021).

A Unica via impraticavel para aplicacdo médica de Oz € a inalacdo devido a sua
toxicidade pulmonar. Rinite, tosse, dor de cabeca e, as vezes, nauseas e vomitos sdo os efeitos
colaterais tipicos da terapia com Oz. O Oz ndo deve ser administrado em algumas condicdes,
como gestacdo, favismo, hipertireoidismo, miastenia grave e anemia (SCIORSCI, 2020).

Os mecanismos de acdo do o0zdnio tém envolvimento no efeito antimicrobiano direto,
imunorregulacdo, defesas antioxidantes, modificacdo epigenética, efeitos biossintéticos,
analgésicos e vasodilatadores. Existem varios indicios para seu efeito antimicrobiano, em
primeiro lugar o 0z6nio interrompe diretamente o &cido nucleico ou o invélucro lipossémico
de microrganismos, depois que a membrana é danificada, a permeabilidade aumenta e as
moléculas de ozénio podem entrar facilmente nas células (BORGES et al., 2017). Além disso,
gera reacdes de nivel molecular no meio onde libera radicais livres de oxigénio e, indiretamente,
destroi o microambiente vivo (SCIORSCI, 2020).

A imunorregulacdo do ozbnio no tratamento de doengas é, geralmente, aumentando a
guantidade de leucdcitos, aumentando a capacidade fagocitaria dos granulécitos, facilitando a
formacdo de mondcitos e ativando as células T. Simultaneamente, aumenta a liberacdo de
citocinas, como interferon e interleucina (BORGES et al., 2017; SCIORSCI, 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Verificacdo da influéncia local e sistémica de diferentes tratamentos de coelhos da raga
Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) inoculados com pegonha de L. intermedia.

3.2 Objetivos especificos:

Avaliar a progressdo das lesdes de pele em coelhos relacionando com o tratamento
com ozonioterapia perilesional, pomada de tetraciclina 5% e 6leo ozonizado.

Relacionar os possiveis disturbios hemostaticos, hematologicos e bioquimica clinica
ocasionados em coelhos da raga Nova Zelandia inoculados com pegonha de L. intermedia em
diferentes tratamentos.

4. MATERIAL E METODOS

Os protocolos utilizados no presente estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do CAV-UDESC, sob protocolo n° 9558151120.

4.1 Local

O estudo foi realizado na Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), na
cidade de Lages/SC, nas dependéncias do Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV), do Centro
de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), e contou com a colaboracao dos Servigos do Laboratério

Clinico Veterinario.

4.2 Animais

Foram utilizados 30 coelhos brancos, da raca Nova Zelandia, machos, adultos, com
peso variando de 2,0 a 3,5kg, cedidos pela Universidade Federal de Santa Catarina, campus
Curitibanos (UFSC). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, ambiente com
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temperatura controlada, entre 18°C e 22°C, com fornecimento de agua e racdo comercial ad
libitum, conforme recomendagdes internacionais de bem-estar animal e da RN33 de 18 de
novembro de 2016 do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.3 Pegonha

O Instituto Butantan forneceu a peconha utilizada no presente estudo, na forma
liofilizada (5mg), sendo diluida em PBS estéril antes da inoculagdo, obtida através de

eletroestimulacdo da regido esternal de exemplares de L. intermedia.

4.4 Grupos

Os coelhos foram aleatoriamente distribuidos em seis grupos de cinco animais (n=5):
controle positivo (CP), controle negativo (CN), tratamento com Os subcutdneo (TOz),
tratamento com O3 subcutaneo e pomada de tetraciclina (TOs+pt), tratamento com pomada de

tetraciclina (Tpt) e tratamento com 6leo de girassol ozonizado (Tol).

4.5 Amostras

As amostras de sangue foram obtidas por venopuncéo da veia auricular marginal com
0 auxilio de cateter 24G, para obtengdo de valores basais foram coletadas amostras de sangue
antes da inoculag¢ao da pegonha (MO), também foram coletadas amostras de sangue 54 horas
(M1) e 126 horas (M2) apds a inoculag@o da peconha, para analise hematoldgica, bioquimica e
testes de hemostasia, realizadas posteriormente no Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria
do CAV-UDESC. O sangue foi distribuido em microtubos com capacidade para 0,5 mL (Labor
Import, Guangzhou Improve Medical, China) contendo etilenodiaminotetracético (EDTA), ou
citrato de sodio 3,2%, ou ativador de coagulo, o primeiro contendo EDTA para o hemograma,
0 segundo para obtencdo de plasma contendo citrato de sodio 3,2% para testes de hemostasia e
o terceiro para obtencdo de soro para analise bioquimica por meio de kits comerciais
especificos. Para obtencéo de soro e plasma as amostras foram centrifugadas a 2.000 g por 10
minutos.

A urina foi obtida apds eutanésia dos animais, que ocorreu no momento 2 (M2) 126

horas apos a inoculagdo da pegonha, por compresséo vesical, coletadas em coletor universal
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estéril para imediato processamento e congelamento do sobrenadante, para posterior anélises
bioguimicas e obtencdo da Relagdo proteina:creatinina urinéria (RPCU). Para obtencéo do

sobrenadante da urina as amostras foram centrifugadas a 1.000 g por 5 minutos.

4.6 Exames laboratoriais

4.6.1 Hemograma

Inicialmente foram confeccionadas extensdes sanguineas em laminas de vidro fixadas
com metanol e coradas com corante rapido hematolégico (NewProv, Pinhais-PR). Por meio da
leitura dessas laminas por microscopia optica de luz (1000X, em 6leo de imersdo) foi realizada
a contagem diferencial de leucdcitos, avaliacdo da morfologia, tamanho, cor e alteracdes dos
eritrécitoss, leucdcitos e plaquetas, e contagem estimada de plaquetas. A determinacdo do
hematdcrito, a avaliacdo do plasma e a mensuracdo da Proteina plasmatica total (PPT) foi
mensurado pelo método de microhematodcrito (JAIN, 1993). Foi verificada a coloragdo e
aparéncia do plasma para verificar a presenga de hemolise, lipemia ou ictericia. Com 0 uso de
um analisador hematoldgico automético (SDH-3 Vet, Labtest) foram mensurados a distribuicao
do diametro eritrocitario (RDW). Os valores do volume globular médio (VGM) e da
concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM) foram calculados.

Para avaliacdo plaquetaria foi utilizada a contagem total fornecida pelo analisador
hematoldgico automatico (SDH-3 Vet, Labtest) e confirmacdo deste pela estimativa de
contagem plaquetaria em esfregacos sanguineos corados com corante hematoldgico rapido
(JAIN, 1993).

4.6.2 Hemostasia

Para avaliar se algum dos tratamentos promoveu alterac6es no sistema de coagulagéo,
realizou-se os testes: Tempo de protrombina (TP) e Tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA). As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2000g em centrifuga (FANEM,
Guarulhos — SP) para a obtengdo de plasma, que foram armazenados a -20°C até o
processamento. Os testes foram realizados manualmente, com auxilio de kits comerciais,

seguindo as instrucdes do fabricante (CLOT, Sorocaba — SP).
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4.6.3 Bioguimica

Para a realizagdo das dosagens dos parametros bioquimicos, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 2000g em centrifuga (FANEM, Guarulhos — SP) para a obtengao
de soro, que foram armazenados a -20°C até o processamento. As analises bioquimicas
mensuradas foram: aspartato aminotransferase (AST) (método UV), alanino aminotransferase
(ALT) (método UV), fosfatase alcalina (FA) (método Bowers e Mc Comb modificado) , ureia
(método enzimatico UV), creatinina (método Picrato alcalino Jaff¢), gama-glutamil transferase
(GGT) (método Szasz modificado), creatina Quinase (CK) (método UV), colesterol (método
Enzimatico-Trinde) triglicérides (método Enzimatico-Trinde), glicose (método GOD-Trinder),
proteinas totais (método Biureto), albumina (método Verde de bromocresol) e globulina. Em
analisador automatico Labmax Plenno, utilizando kits comerciais (Labtest® - Lagoa Santa/MG,
Brasil) e soro controle universal (Qualitrol 1H®, Labtest), conforme orientagdo do fabricante.
O valor de Globulina foi obtido através da subtracéo do valor de albumina do valor de proteinas

totais.

4.6.4 Urinalise

A urinélise é realizada a semelhanca da analise da urina dos outros mamiferos
(JENKINS, 2008). A amostra da urina foi obtida de forma espontanea e/ou por compressao
vesical, logo apds eutanésia dos animais. As amostras foram processadas em até uma hora ap6s
a colheita iniciando com o exame fisico da urina, seguido pelo exame quimico realizado com
fitas de urindlise veterinaria (Uriquest plus vet - Labtest). A densidade urinaria foi mensurada
por refratometria (Digit- Biosystems, Brasil). Em seguida separadas preferencialmente 5 ml de
urina em tubo Falcon e centrifugadas a 1000 g por 5 minutos.

Com o sobrenadante foi realizado a Relagdo proteina:creatinina urinaria (RPCU),
calculando a razéo entre o valor de proteina e o de creatinina, ambas expressas na mesma
unidade (mg/dL). A dosagem de Proteina e Creatinina foi realizado em aparelho bioquimico
automatico (Labmax Plenno, Labtest) com utilizacdo de kit comercial (Labtest, Brasil). Para
dosagem de proteina na urina utilizou-se kit comercial, que se fundamenta no principio do
vermelho de pirogalol, em urina total. Para a dosagem de creatinina urinaria utilizou-se o kit
comercial em reacdo de ponto final com o principio de Jaffé picrato alcalino. As amostras de

urina foram diluidas em agua purificada por osmose reversa, de modo a atingir a linearidade do
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teste e o valor final foi devidamente corrigido. Apds desprezar o sobrenadante, restando 0,5 mL
no final do tubo de fundo conico, foi realizado a sedimentoscopia por microscopia em aumento
de 400x.

4.7 Delineamento experimental

O periodo de cinco dias estabelecido como a duracdo do projeto, foi determinado com
base em pesquisas que evidenciaram efeitos de necrose e seu impacto no tratamento, indicando
que este intervalo de tempo é adequado para a realizacdo deste estudo (TAVARES et al, 2004;
TAVARES et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019). Os momentos selecionados no presente estudo,
foram calculados considerando a procura tardia para o inicio do tratamento em humanos, de
aproximadamente 6 horas, conforme relatada na literatura (ISBISTER; FAN, 2011;
FINGERMANN et al., 2020). Além disso, levamos em conta as primeiras manifestacfes de
lesdo (edema e necrose), que geralmente ocorre em 48 horas apés a picada da aranha-marrom,
dessa forma o primeiro momento apdés a aplicacdo, foi feito 54 horas (M1) e o Gltimo momento
126 horas (M2) (RIBEIRO et al., 2019; OLIVEIRA-MENDES et al., 2020).

A dose de pegonha utilizada, foi baseada em trabalhos com metodologia semelhante a
usada no presente estudo (TAVARES et al, 2004; TAVARES et al., 2015; RIBEIRO et al.,
2019). Injetou-se 2,5ug/kg de pegonha de L. intermedia diluido em solugdo salina tamponada
com fosfato pH 7,0 (PBS), ap6s tricotomia e antissepsia com clorexidina 0,5%, por via
intradérmica, no dorso (regido interescapular) dos coelhos dos grupos CP, TO3, TO3+pt, Tpte
Tol, utilizando agulha hipodérmica 30G, no grupo CN foi inoculada solugéo salina tamponada
com fosfato pH 7,0 (PBS), via intradérmica, na mesma regido. Foi utilizado acepromazina
(Img/kg, via subcutanea) em todos 0s animais.

Seis horas apo6s a inoculacéo, foi realizado o tratamento dos grupos TO3, TO3+pt, Tpt
e Tol durante cinco dias. Os tratamentos com O3z subcutaneo e 6leo ozonizado (TO3 e Tol)
foram realizados a cada 24h, o grupo com tratamento de O3 subcutaneo e pomada de tetraciclina
(TO3+pt) recebeu a aplicacdo de pomada a cada 12 horas e 0 0z6nio a cada 24h, e o tratamento
com a pomada de tetraciclina (Tpt) recebeu a aplicagdo de pomada a cada 12h.

Os animais do grupo CN foi aplicado apenas o veiculo (PBS) nas quatro bordas da
lesdo, no tecido subcutaneo, a cada 24h. E o grupo CP foi aplicado apenas a peconha de L.

intermedia diluido em solugdo salina tamponada com fosfato pH 7,0 (PBS), a cada 24h.
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Todos os animais receberam analgesia com dipirona sddica injetavel (25mg/kg) e
meperidina (10mg/kg), via subcutanea, a cada 8h, até o final do experimento.

Houve monitoramento de todos os animais durante o dia e a noite pelos participantes
do projeto avaliando sinais clinicos e lesdes secundarias, a fim de detectar piora do quadro e se
necessario realizagdo de eutanasia.

Ap0s cinco dias do inicio do experimento, foi realizada a eutanésia pela associacdo de
anestésico dissociativo (cetamina 30mg/kg) com agonista de adrenorreceptores alfa-2 (xilazina
9mg/kg) e cloreto de potassio (100mg/kg), via intravenosa, seguindo as diretrizes da pratica de
eutandsia do CONCEA (RN37), as carcagas foram incineradas no setor de Patologia animal do
CAV-UDESC.

4.8 Avaliagao das lesoes

As lesoes foram avaliadas clinicamente e mensuradas a cada 12h, a fim de verificar a
evolugdo de acordo com o tratamento instituido. Registros fotograficos da ferida foram
realizados com camera convencional a uma distancia de 1 metro do animal, e a avaliagao clinica
foi realizada verificando o formato, condi¢des da pele perilesional e extensdo da lesdo
(comprimento x largura) com paquimetro.

Para avalia¢cdo macroscopica levamos em conta as primeiras manifestacdes de lesdo:

edema, eritema e hemorragia, chegando a formagao de halo isquémico e tecido necroético.

4.9 Anélise estatistica

Os valores foram comparados entre grupos e momentos. Os dados referentes a
avaliacdo estatistica entre momentos dentro de cada grupo, realizou-se o teste de Shapiro-Wilk
para verificar a normalidade dos valores obtidos nas diferentes amostras. Esses dados foram
submetidos ao teste de varidncia ANOVA, seguidas da comparacdo pelo Teste de Tukey. Para
determinacéo das diferencas estatisticas entre grupos os resultados foram submetidos ao Teste
t-Student. Os dados considerados fora da normalidade foram avaliados pelo Teste Kruskal-
Wallis. A analise de correlagdo das variaveis, quando necessario, foi realizada por meio da
determinacdo do coeficiente de correlacdo de Pearson. As diferengcas foram consideradas
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estatisticamente significativas quando valor de p< 0,05. Os dados foram tabulados e analisados
pelo programa computacional Sigma Plot for Windows.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagao clinica das lesoes

A dose de 2,5ug/kg da pegonha de L. intermedia induziu lesdo dermonecrotica tipica
nos animais, iniciou com edema, eritema e hemorragia com halo isquémico nas primeiras 6h,
evoluindo para a formacao de tecido necrético 12h apds a inoculagao da pegonha, corroborando
com Ribeiro et al. (2019), que a partir de inocula¢des crescentes da peconha de L. intermedia
em coelhos, obteve a menor dose de pegonha capaz de induzir uma area necrotica de pelo menos
1 cm? em 72 horas, definindo a dose necrotica minima de 2,4 pg/kg da pegonha de L. intermedia,
avaliando tratamento ndo convencional no loxoscelismo cutaneo. Em outro estudo, avaliou-se
respostas hematologicas e hemostaticas com dose de 10 pg/kg de peconha de Loxosceles
gaucho em coelhos (TAVARES et al., 2004).

Houve grande variabilidade no presente trabalho, em relagdo a apresentagdo clinica,
nao foi observada diferenca entre os grupos quanto a area das lesdes, sendo p=0,486 (Figura 6).
Neste estudo, o padrao das lesdes diferiu entre os animais do mesmo grupo e de grupos
diferentes em relagdo ao tamanho da ferida, quantidade de tecido dermonecrotico e ao tempo
de surgimento de dermonecrose apds a inoculagdo da pegonha, ndo havendo diferenca
estatistica entre os grupos (Figuras 1, 2, 3, 4 ¢ 5). As figuras foram selecionadas somente pela

qualidade de imagem e ndo para diferenciar os tratamentos.
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Figura 1. Evolugao da ferida dermonecrética em coelhos da raga Nova Zelandia ap6s inoculagao
de 2,5ug/kg da peconha de Loxosceles intermerdia no grupo controle positivo (CP).

T

A) Ferida 6h apds a inoculagdo da pegonha, com edema, eritema e hemorragia; B) Ferida dermonecrotica
apresentando area central de necrose cercada por tecido hemorragico, 24h apds a inoculagdo da pegonha; C) Ferida
com area central de necrose no ultimo dia do experimento.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Figura 2. Evolugdo da ferida dermonecrética em coelhos da raga Nova Zelandia ap6s inoculagao
de 2,5ug/kg da peconha de Loxosceles intermerdia no grupo tratado com Os
subcutaneo (TO3).

c

A) Ferida 6h apds a inoculag@o da pegonha, com area central de necrose, cercada por edema, eritema e hemorragia;
B) Ferida dermonecrotica apresentando area central de necrose cercada por eritema e hemorragia, 24h apos a
inoculagdo da peconha; C) Ferida com area central de necrose no tltimo dia do experimento, cercada por eritema.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Figura 3. Evolugao da ferida dermonecrética em coelhos da raga Nova Zelandia ap6s inoculagao
de 2,5ug/kg da pegonha de Loxosceles intermerdia no grupo tratado com O3
subcutaneo e pomada de tetraciclina (TO3+pt).

i —<n Y3

A) Ferida 6h ap6s a inoculagdo da pegonha, com edema, eritema, hemorragia e halo isquémico evidente; B) Ferida
dermonecrdtica apresentando area central de necrose e halo isquémico evidente, 24h apos a inoculagdo da peconha;
C) Ferida dermonecrotica no ultimo dia do experimento, com area central de necrose cercada por halo isquémico.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Figura 4. Evolugao da ferida dermonecrética em coelhos da raga Nova Zelandia ap6s inoculacao
de 2,5ug/kg da peconha de Loxosceles intermerdia no grupo tratado com pomada de
tetraciclina (Tpt).

A) Ferida 6h apos a inoculag@o da peconha, com edema, eritema, hemorragia e halo isquémico evidente; B) Ferida
apresentando edema, eritema, hemorragia e halo isquémico evidente 24h apds a inoculagdo da pegonha; C) Ferida
dermonecrdtica no tltimo dia do experimento, com area central de necrose.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Figura 5. Evolugao da ferida dermonecrética em coelhos da raga Nova Zelandia ap6s inoculagao
de 2,5ug/kg da pegonha de Loxosceles intermerdia no grupo tratado com Oleo
ozonizado (Tol).

A) Ferida 6h apos a inoculacdo da pegonha, com edema, eritema, hemorragia e areas isquémicas evidentes; B)
Ferida apresentando edema, eritema, hemorragia e area central de necrose, 24h ap6s a inoculagdo da pegonha; C)
Ferida dermonecrética no ultimo dia do experimento, com area central de necrose, cercada por eritema.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Figura 6 - Avaliacao da area da lesdo em cm? de coelhos, submetidos experimentalmente pela
peconha de Loxosceles intermedia, comparando os grupos controle positivo (CP),
tratamento com O3 subcutaneo (TO3), tratamento com O3 subcutaneo e pomada de
tetraciclina (TO3+pt), tratamento com pomada de tetraciclina (Tpt) e tratamento com
6leo de girassol ozonizado (Tol), com significancia de p<0,05.

[y
w

AREA DA LESAO (cm?)
[
=]

L

cp TO, TO,+pt Tpt Tol
GRUPOS

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Diferente do estudo de Ribeiro et al. (2019), onde demonstrou que o 6leo de copaiba
tem potencial no tratamento do loxoscelismo cutaneo contendo a progressao da dermonecrose,
nas condicdes experimentais utilizadas neste trabalho, ndo foi encontrada diferenca na reducéo
do desenvolvimento das lesGes dermonecroticas entre os animais tratados com ozonioterapia e
pomada de tetraciclina, quando comparados aos animais do grupo controle positivo. Houve
grande variabilidade em relacéo a apresentacéo clinica e ao tamanho das feridas nos animais do
mesmo e de diferentes grupos (Figura 6). Mais estudos devem ser realizados para a avaliacdo
de novas modalidades terapéuticas no loxoscelismo, tanto quanto a eficacia quanto a

seguranga.

5.2 Avaliacdo hematologica

Os valores de contagem de eritrocitos, dosagem de hemoglobina, hematdcrito, indices
hematimétricos (VGM e CHGM), contagem de leucdcitos totais, contagem diferencial de
leucdcitos ndo apresentaram diferenca estatistica entre grupos e momentos (Tabela 1).

Todos os animais do experimento apresentaram valores do hemograma dentro do
padrdo de normalidade para a espécie durante todo o estudo, considerando os valores de
referéncia propostos por Campbell e Elis (2007).

Diferentemente do encontrado no estudo de Tavares et al. (2004) que, propuseram um
estudo avaliando a respostas hematoldgicas e hemostaticas induzidas pela inoculacdo de 10
uglkg de veneno de Loxosceles gaucho em coelhos, obtiveram alteracbes no hemograma, a
contagem media de eritrocitos, hematocrito e hemoglobina diminuiram no grupo experimental
em 120 horas, porém foram alteragdes ndo importantes a nivel sistémico, ndo foram observadas
alteracOes para volume globular médio (VGM) e concentracdo de hemoglobina globular média
(CHGM) no grupo experimental. Evidenciando a auséncia de indicio de hemolise intravascular,
com base nos indices hematimétricos, nos coelhos inoculados.

Os valores plaquetérios (Tabela 1) e leucocitarios (Tabela 2) do presente estudo se
encontram dentro do padrdo de normalidade (THRALL et al., 2017). Diferentemente do estudo
de Tavares et al. (2004) que verificou leucocitose por heterofilia com moderado desvio a
esquerda, observada em 72 horas que se intensificou em 120 horas, de acordo com 0 processo
inflamatdrio grave induzido pela leséo tecidual. Silva et al. (2004) evidenciou trombocitopenia
e depressdo medular de megacaridcitos em grupos experimentais. Essas diferencas encontradas
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nos estudos de Tavares et al. (2004) e Silva et al. (2004) se deve possivelmente ao volume de
toxina introduzida nos grupos experimentais de 10 ug/kg, diferente da dose utilizada no presente
estudo que foi de 2,5 ug/kg.

Mesmo nao havendo diferenga estatistica nas variaveis dos valores médios do nimero
de plaquetas (p=0,078), foi observado uma tendéncia de eleva¢do nos grupos experimentais,
nos momentos M2 e M3 (Tabela 1). Diferente de estudos mais antigos que trazem a agregacao
plaquetaria e consequentemente trombocitopenia, como um evento sistémico classico
desencadeado pela toxina loxocélica (FUTRELL, 1992; SILVA et al., 2004). O mecanismo
molecular pelo qual o veneno induz a agregacio plaquetaria ndo ¢ totalmente compreendido,
mas isoformas de toxinas dermonecréticas (fosfolipase-D) sdo agentes que estimulam a
agregacao plaquetéria (SILVA et al., 2004).

No entanto, no estudo de Tavares et al. (2004), apesar da diminuicdo da contagem de
plaquetas nas primeiras 24 horas, normalizando em 72 horas, obtiveram posteriormente,
aumento da contagem plaquetaria em 120 horas. Lopes et al. (2020) realizaram um
levantamento bibliografico revisando 120 relatos de casos de loxoscelismo publicados em
artigos de 2000 a 2020, verificou-se poucos casos de trombocitopenia, aproximadamente 4%,
e 2% apresentaram coagulacdo intravascular disseminada (com base em estudos de
coagulac¢do), indicando que na literatura recente a trombocitopenia € descrita em casos isolados.

No presente estudo a tendencia de elevacdo nos valores médios do nimero de
plaquetas (p=0,078), pode ser explicado devido ao seu papel na resposta inflamatdria e na
regulacdo imunoldgica. Isso ocorre devido a capacidade da plaqueta se ligar a patdgenos,
secretar citocinas e quimiocinas imunorreguladoras e expressar receptores para efeitos
imunologicos e fungdes regulatérias (CHEN et al., 2020).

Durante a analise microscopica das ladminas de esfregacos sanguineos dos coelhos
estudados, ndo foi observado alteragdes na morfologia plaquetaria. Um dos motivos se deve a
dosagem da toxina ser a minima capaz de induzir a necrose tecidual, ndo havendo, portanto, a
ativacdo plaquetaria necessaria para ocorrer a secrecao de moléculas inflamatorias que apoiam

a migracdo e a adesdo dos monocitos a lesdo (RIBEIRO et al., 2019; CHEN et al., 2020).
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Tabela 1 - Valores médios e desvios-padrdao do namero de eritrécitos, volume globular (VG), concentracdo de hemoglobina, volume globular
médio (VGM), concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM), nimero de plaquetas e concentragcdo de Proteina plasmaética
total (PPT) nos momentos MO antes, M1 (54h) e M2 (126h) apos a inoculacdo da peconha de Loxosceles intermedia em coelhos,
comparando os grupos nos diferentes momentos, com significancia de p<0,05

Grupos
Variaveis Momentos CN CP TOs TOs+pt Tpt Tol p
Eritrocitos MO 5,45+ 0,37 5,36 £ 0,70 5,80 £ 0,50 5,83+ 0,46 5,54 £ 0,34 5,56 £ 0,72
(x10°/p1L) M1 5,67 £ 0,65 5,40+£0,72 5,38 £ 0,47 5,81+0,33 5,64 £ 0,52 551+0,75 0,694
M2 5,87 £ 0,46 5,68 + 0,64 5,89 £ 0,50 6,19 £ 0,15 5,73 +0,27 5,73 +0,27
MO 35+ 2,65 35,6 £2,51 37,2+2,68 37,4 2,07 35,6 +1,82 35,8+ 1,64
VG (%) M1 36,2 +1,92 34,80 + 1,30 34,8+1,30 36+1,52 34,8+1,92 35+1,87 0,308
M2 39,6+25 36,40 + 5,03 39+ 3,24 39+ 2,65 37,2+2,28 38,2+1,10
Hemoglobina MO 11,8+ 0,76 11,8+ 1,29 12,3+ 0,56 12,1 +0,38 11,5+0,38 11,6 +0,93
(g/dL) M1 12 +0,93 11,3+ 0,90 11,1 +0,43 11,9+0,39 11,2+ 0,32 11,3+ 0,47 0,416
M2 12,6 +1,28 12,3+1,43 12,3+1,28 12,8 +1,08 12 +0,44 12,1+ 0,82
MO 64,3 + 3,49 67 £5,56 64,3 +2,:81 64,3 £ 2,49 64,4+ 4,76 65 + 5,52
VGM (fL) M1 64,4 +7,20 65,2 + 7,49 65 + 4,26 63 + 1,64 65,2 £5,95 64,2 £ 6,59 0,989
M2 66,4 + 6,95 64,4 + 8,40 66,2 + 4,07 63 + 3,61 65 + 9,43 66,2 + 3,05
MO 33,7+3,14 33+1,54 33,1+1,94 32,3+1,37 32,4+1,34 32,3+2,10
CHGM (%) M1 33,2+1,78 32,4+1,45 32+0,89 32,6 £0,99 32,3+1,30 32,3+1,19 0,585
M2 33,1+1,22 32,6 +1,30 32,4 +0,57 328+1,11 32,1+0,80 32,4 +0,69
Plaguetas MO 320+61,1 343+ 73,2 389 +82,9 417 + 28,0 407 + 110 317 +40,5
(x10%/p1L) M1 373+ 44,7 497 + 102 357 + 164 427 +13,0 528 + 144 405 + 175 0,078
M2 385+ 77,9 584 + 98 576 + 76,4 484 + 167 545 + 108 556 + 153
MO 5,54 + 0,28 5,66 £ 0,91 5,54 £ 0,70 5,58 £ 0,91 5,46 £ 0,46 5,66 + 0,54
PPT (g/dL) M1 5,86 £ 0,21 5,88+ 0,41 5,88 £ 0,60 5,72 £ 0,47 5,92 £ 0,43 5,90 £ 0,31 0,194
M2 5,55 + 0,38 5,98 + 0,44 5,97 £ 0,40 6,02 +0,11 5,72 +0,42 6,22 £0,79

Grupos: Controle positivo (CP), controle negativo (CN), tratamento com O3 subcutaneo (TO3), tratamento com O3 subcutineo e pomada de tetraciclina (TO3+pt), tratamento
com pomada de tetraciclina (Tpt) e tratamento com 6leo de girassol ozonizado (Tol). Momentos (M0, M1 ¢ M2); p=nivel de significancia p<0,05 entre os grupos.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Tabela 2 - Valores médios e desvios-padrdo do nimero total de leucdcitos, heterdfilos, linfécitos, eosinofilos e mondcitos nos momentos MO antes,
M1 (54h) e M2 (126h) ap6s a inoculacdo da peconha de Loxosceles intermedia em coelhos, comparando os grupos nos diferentes
momentos, com significancia de p<0,05

Grupos
Variaveis Momentos CN CP TOs TOs+pt Tpt Tol p

MO 6.490 £ 1.641 6.994 + 1.843 6.086 £+ 1.600 6.212 £ 1.535 6.980 £ 1.560 6.546 + 824

Leucdcitos (/uL) M1 6.250 + 868 7.436 £ 2.042 7.162 £ 1.934 6.578 £ 1.497 6.748 £+ 2.286 6.786 + 1.943 0,736
M2 6.305 + 1.446 6.534 + 1.546 6.808 + 2.844 6.622 £+ 1.909 6.003 £ 1.247 6.928 + 1.143
MO 2.085 + 461 3.109 + 1.602 2.434 £+ 555 1.936 + 436 2.701+£1.194 1.899 + 634

Heterdfilos (/uL) M1 2.053 £ 670 3.156 + 1.645 3.194 £ 990 2.472 £ 799 2.760 £ 1.426 2.959 + 1.036 0,191
M2 2.298 + 1.447 3.115 + 985 2.808 £ 2.244 2.617 £ 490 2.394 +1.438 2.621 +1.819
MO 2.435 £ 391 2.190 £ 525 2.566 * 323 2.688 + 413 2.049 £ 763 2.632 £ 297

Linfdcitos (/pL) M1 3.564 + 561 2.766 £ 735 3.215 £ 650 3.539 + 908 2.567 + 437 2.903 £ 429 0,422
M2 3.962 + 580 3.680 + 297 3.575 + 768 3.587 + 844 3.440 £ 920 3.711 £ 1.043
MO 120 £+ 230 53,6 £ 65,5 12,2+27,3 33,6 £52,9 21,6 £30,0 12,2+ 27,3

Eosindfilos (/L) M1 248+ 34 37,4 £55,8 37,4 +£55,8 12,4+ 27,7 12,4 + 27,7 24,8+ 34,0 0,615
M2 46,4+ 104 0+0 15,4+ 34,4 30,8 +42,2 15,4+ 34,4 0+0
MO 385 + 198 194 + 134 269 + 119 215+ 84,8 141 £ 59,5 153 £ 93,8

Monacitos (/pL) M1 249 + 192 237+92,3 175+81,3 224 £ 94,4 224 +195 187 + 88 0,794
M2 170 + 149 170 £ 115 186 + 141 309 + 219 278 + 209 340 + 223

Grupos: Controle positivo (CP), controle negativo (CN), tratamento com O3 subcutaneo (TO3), tratamento com O3 subcutaneo e pomada de tetraciclina (TO3+pt), tratamento

com pomada de tetraciclina (Tpt) e tratamento com 6leo de girassol ozonizado (Tol). Momentos (M0, M1 e M2); p= nivel de significancia p<0,05 entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).



5.3 Avaliagéo bioquimica

Os valores de aspartato aminotransferase (AST), alanino aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), ureia, creatinina, gama glutamiltransferase (GGT), creatinaquinase
(CK), colesterol, triglicérides, glicose, proteinas totais, albumina e globulina ndo apresentaram
diferengas estatisticas entre grupos e momentos (Tabela 3).

Observou-se valores superiores de CK considerando os valores de referéncia
propostos por Thrall et al. (2017), esse resultado possui significado clinico que aponta para uma
possivel lesdo do tecido muscular. Porém no presente trabalho, verificou-se valores superiores
de CK em todos os grupos inclusive no grupo controle negativo, esse aumento possivelmente
foi ocasionado por esforco fisico devido ao estresse que ocorre durante manipulacdo nesses
animais (MELILLO, 2007).

Em problemas musculares, é conveniente dosar também a AST. Ocorre elevacdo da
CK antes da AST na dindmica destas enzimas, assim, esse padréo de alteracdo pode indicar o
estagio agudo do transtorno, com a CK aumentada e baixa AST. A AST € encontrada em
diferentes tipos celulares incluindo hepatocitos, eritrocitos e miocitos cardiacos e musculares.
Entretanto € mais Util nas avaliagbes hepatocelular e muscular por causa da sua alta atividade
nas células desses tecidos. Como néo foi observado aumento de ALT e AST nos coelhos ap6s
administracdo do veneno, pode-se inferir que ele ndo foi capaz de causar lesdo hepatica e
muscular crénica (THRALL et al., 2017).

Tavares et al. (2004), em estudo semelhante ao proposto no presente trabalho,
verificou aumento nos niveis de ALT e AST em 24 horas ap6s inoculacdo de veneno loxocélico
no grupo experimental, e se mantiveram normais nos demais momentos até 120 horas, porém
foi considerada baixa pelo autor, ndo evidenciando problemas hepéaticos ou musculares (no caso
da AST), neste trabalho o autor ndo utilizou marcadores especificos para lesdo musculares.

Observou-se hiperglicemia considerando os valores de referéncia propostos por Thrall
et al. (2017), nas dosagens de todos 0s grupos e momentos. Isto pode ser explicado porque os
animais foram alimentados com ragdo balanceada ad libitum. Outro fato importante é que
coelhos sdo animais que se estressam facilmente e podem apresentar liberacéo de catecolaminas

enddgenas que podem ter efeito hiperglicemiante sistémico (MELILLO, 2007).
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Tabela 3 - Média (desvios-padrdo) ou Mediana (Percentil 25; Percentil 75) da atividade
enzimatica da aspartatoaminotransferase (AST), aminotransferase (AST), alanino
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) gama glutamiltransferase (GGT),
creatinaquinase (CK), e da concentragdo de ureia, creatinina, colesterol, triglicérides,
glicose, proteina total seérica (Proteina total), aloumina e globulinas, apds a
inoculagdo da peconha de Loxosceles intermedia em coelhos, comparando os grupos

e momentos, com significancia de p<0,05.

Grupos
Analito CN CcP TO3 gg?’ € TpT TOL D
AST (UIL) Média 16,3 15,9 19,1 248 17,35 18,4 0,477
dp 78 6,5 85 30,2 6,7 6.8
ALT (UIL) Média 244 251 298 35,9 29.9 30,2 0,950
dp 96 87 175 201 12,7 113
FA(UIIL) Média  147,2 1193 1249 1193 129.9 1247 0,983
dp 50,1 473 45,9 328 58,1 38,7
(GUGI/TL) Média 4,66 431 6.26 38 481 3.86 0713
dp 07 048 075 072 1,95 0,92
CK (UI/L) Mediana 1623 1108 1831 1674 2206 2035 0,589
25% 1029 890.4 907,4 1076 1242 1629
75% 1688 1532 2310 1743 2206 2035
kanZI/?jL) Média 236 2513 23,97 2513 27.18 24.27 0,439
dp 453 05508 1,401 1,106 1,804 1,206
%Z%‘E')”a Média 0,64 0,68 0,70 0,69 0,62 0,69 0,560
dp 0,06 0,08 0,06 0,05 0,05 0,06
Proteina -
fotal (o) Media 6,38 5,82 6,35 6,55 6.4 6,66 0,677
dp 013 013 025 0.18 043 0.19
'a'/%LI‘_T'”a Média 381 373 357 3.02 3.80 3.65 0,560
dp 022 021 032 0,60 057 0,64
g';;?f;"”as Média 2,52 252 258 254 2,67 2.86 0,398
dp 0,06 021 0,12 033 0,03 0,34
Colesterol \eia 6713 5437 86,6 7187 8325 7393 0,859
(mg/dL)
dp 776 75 269 8,81 21,36 15,92
Triglicerides /o iana 1252 1415 181 200,8 123,2 1914 0,421
(mg/dL)
25% 1228 1404 148.4 195 116.,6 151
75% 170 1486 200.4 2008 1475 2496
(?n'é‘;gi‘; Mediana 2614 2033 3226 303 234,8 308 0,859
25% 248 241.4 2508 2758 210 220.2
75% 2898 299.4 341 323.2 2458 3128

Grupos: controle positivo (CP), controle negativo (CN), tratamento com O3 subcutineo (TO3), tratamento com
03 subcutaneo e pomada de tetraciclina (TO3+pt), tratamento com pomada de tetraciclina (Tpt) e tratamento com

o6leo de girassol ozonizado (Tol). p= valor de p com nivel de significncia p<0,05 entre os grupos.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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5.4 Urinélise

A avaliacdo da urina consiste em trés etapas, o exame fisico, quimico e analise do
sedimento. No exame fisico das amostras avaliadas obtivemos volume superior a 5 ml na maior
parte das amostras; a coloragdo variou apenas de amarelo claro a amarelo escuro; o aspecto
variou de discretamente turvo a intensamente turvo; a densidade variou de 1.011 a 1,035 (tabela
4). A densidade urinéria, que deve ser medida com um refratdbmetro, indica a capacidade do rim
de concentrar a urina, sendo que no coelho os valores podem variar de 1.003 a 1.036.
(MELILLO, 2007).

No exame quimico os valores de proteina, glicose, acetona e sangue oculto ndo houve
alteracdes dignas de nota. O pH permaneceu alcalino (>7) na maioria dos individuos.

Durante a sedimentoscopia ndo foram observadas outras alteraces que fugissem da
normalidade para espécie a ndo ser cristallria, presente em todos os individuos sendo eles
carbonatos de célcio e/ou fosfato triplo (fosfato de aménio e magnésio), fato que pode ser
considerado comum da urina de coelhos, pois eles absorvem uma grande quantidade de calcio
da dieta, sendo seu excesso, excretado pelos rins. Dessa forma, os niveis séricos desse mineral
estdao diretamente relacionados com a dieta do animal (REDROBE et al., 2002).

Os animais alimentados com uma dieta rica neste elemento excretam uma maior
quantidade de calcio por volume de urina, o que pode resultar na formagdo de ‘lodo vesical’,
uma suspenséo pastosa de pequenos cristais (REDROBE et al., 2002).

Os dados de urinalise obtidos com o presente estudo estdo dentro do padrdo de
normalidade para a espécie, considerando os valores de referéncia propostos por Melillo (2007).
Podemos destacar a densidade urinaria, a Proteina urinaria, Creatinina urinaria e a Relacédo
proteina:creatinina urinaria (RPCU) (Figura 7), pela escassez dessas informacgoes na literatura,
além do fato, que em acidentes com aranhas do género Loxoceles sp, grande parte dos casos
graves, seguidos de morte, sdo causados pela insuficiéncia renal aguda em pacientes,
desenvolvida a partir da liberacdo da mioglobina durante a rabdomidlise no loxoscelismo,

devido a uma intensa les&o local que atinge os musculos adjacentes (FRANCA et al., 2002).
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Tabela 4 - Média (desvios-padrdo) ou Mediana (Percentil 25; Percentil 75) dos pardmetros da
Densidade, Proteina Urinaria, Creatinina Urinaria e Relacdo proteina creatinina
urinéria (RPCU) da urinalise, submetidos experimentalmente pela pegonha de
Loxosceles intermedia em coelhos, comparando os grupos com significancia de

p<0,05.
Grupos
CN CP TO3 TO3ePT TPT TOL p
Densidade Mediana 1024 1023 1023 1016 1022 1020 0,684
25% Percentil 1019 1021 1019 1011 1013 1013
75% Percentil 1037 1025 1027 1029 1033 1024
Proteina Urinaria Média 23 1475 22,25 20 23,75 16,25 0,6857
DP 17,45 4,425 8,461 14,8 15,39 6,131
Creatinina Urinaria  Média 99,24 78,68 100,2 89,61 108,4 65,79 0,5674
DP 51,91 30,91 34,67 55,24 57,93 19,08
RPCU Média 0,23 0,2075 0,2275 0,2433 0,215 0,2625 0,7002
DP 0,09018 0,075 0,05795 0,1026 0,05447 0,1181

Grupos: controle positivo (CP), controle negativo (CN), tratamento com O3 subcutaneo (TO3), tratamento com
03 subcutaneo e pomada de tetraciclina (TO3+pt), tratamento com pomada de tetraciclina (Tpt) e tratamento com
oleo de girassol ozonizado (Tol). p= valor de p com nivel de significancia p<0,05.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Figura 7 - Avaliagdo da Relacdo proteina creatinina urindria (RPCU), submetidos
experimentalmente pela pegonha de Loxosceles intermedia em coelhos, comparando
os grupos controle positivo (CP), controle negativo (CN), tratamento com O3
subcutaneo (TO3), tratamento com O3 subcutdneo e pomada de tetraciclina
(TO3+pt), tratamento com pomada de tetraciclina (Tpt) e tratamento com 6leo de
girassol ozonizado (Tol), com significancia de p<0,05.

RPCU
0.4 ~
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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5.5 Avaliagéo dos testes de coagulacéo

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre os momentos e
grupos estudados, evidenciando que ndo houve alteracdo sistémica importante na hemostasia
dos individuos estudados durante o periodo avaliado (Tabela 5).

O tempo médio de TP variou de 8,25 segundos (TOL) a 12,8 segundos (TPT). Em
relacdo aos valores encontrados na literatura (10 a 14,8 segundos) (MENTRE et al. 2014), todos

0s grupos apresentaram valores médios dentro do padrdo de normalidade para a espécie durante
todo o estudo.

Tabela 5 - Tempo de protrombina (TP) e Tempo de tromboplastina parcialmente ativada
(TTPA), em segundos, apés a inoculagdo da pegonha de Loxosceles intermedia em
coelhos, comparando os grupos nos diferentes momentos, com significancia de

p<0,05.
Grupos
CN CP TO3 TO3ePT TPT TOL p
Mediana 10,76 9,86 8,65 12 12,8 8,25
TP 25% Percentil 8,275 8,325 8,02 7,6 8,58 7,6 0,502
75% Percentil 22,34 10,8 11,65 12,14 15,54 11,25
Mediana 26,5 25,23 27,5 21,6 336 31,75
TTPA 25% Percentil 24,1 24,75 26,2 18,8 27,6 22,8 0,591
75% Percentil 414 40,8 36,25 30,2 33,8 35,5

Grupos: controle positivo (CP), controle negativo (CN), tratamento com O3 subcutaneo (TO3), tratamento com
03 subcutaneo e pomada de tetraciclina (TO3+pt), tratamento com pomada de tetraciclina (Tpt) e tratamento com
oleo de girassol ozonizado (Tol). p= valor de p com nivel de significancia p<0,05 entre os grupos experimentais.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Figura 8§ — Avalia¢do dos parametros: Tempo de protrombina (TP), em segundos, apos a
inoculagdo da peconha de Loxosceles intermedia em coelhos, comparando os
grupos nos diferentes momentos, Grupos: controle positivo (CP), controle negativo
(CN), tratamento com O3 subcutaneo (TO3), tratamento com O3z subcutaneo e
pomada de tetraciclina (TO3+pt), tratamento com pomada de tetraciclina (Tpt) e
tratamento com o6leo de girassol ozonizado (Tol). p= valor de p com nivel de
significancia p<0,05 entre os grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

O tempo médio de TTPA variou de 21,6 (TO3 E PT) a 33,6 (TPT) segundos
apresentando dentro do padréo de normalidade para a espécie durante todo o estudo, quando
relacionados com valores encontrados na literatura del8 a 27 segundos — (TAVARES et al.,
2015) e 106 a 113 segundos (MENTRE et al. 2014). Estudos avaliando testes de coagulagio
podem apresentar diferencas entre os resultados obtidos, o que pode ser ocasionado pelas
diferentes metodologias utilizadas. Demonstrando a importancia de se manter metodologias e

valores de referéncia local.
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Figura 9 — Avaliacdo do tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPA), em segundos,
apos a inoculacao da pegonha de Loxosceles intermedia em coelhos, comparando os
grupos nos diferentes momentos. Grupos: controle positivo (CP), controle negativo
(CN), tratamento com O3 subcutaneo (TO3), tratamento com O3 subcutdneo e
pomada de tetraciclina (TO3+pt), tratamento com pomada de tetraciclina (Tpt) e
tratamento com o6leo de girassol ozonizado (Tol). p= valor de p com nivel de
significancia p<0,05 entre os grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

6. CONCLUSAO

Macroscopicamente 0 0z6nio subcutaneo, o éleo de girassol ozonizado e a pomada de
tetraciclina 5% ndo influenciaram de maneira significativa o processo inflamatério ¢ de
cicatrizagdo nas lesdes dermonecroéticas induzidas pela peconha de L. intermedia em coelhos.

Né&o houve alteracéo sistémica em coelhos experimentalmente inoculados com a dose
de 2,5 ug/kg da peconha de Loxosceles intermedia, apesar do aparecimento de lesdes
dermonecrdticas, comprovado por auséncia de alteragdes em avaliagdo hemostatica,
hematoldgica, bioquimica clinica e urinalise, assim como da ozonioterapia administrada nas

condigdes do presente estudo.
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