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RESUMO

A administracdo do soro antiofidico ndo é preconizada nos envenenamentos
causados por serpentes da espécie Philodryas olfersii. Assim, todo e qualquer
tratamento alopatico ou homeopatico pode vir a contribuir para o breve
reestabelecimento dos pacientes. O objetivo desse trabalho é o estudodos efeitos de
diferentes preparagbes de Arnica montana 6¢cH no envenenamento experimental
com o veneno de P. olfersii em camundongos. Para tanto, camundongos Swiss,
machos e adultos, foram inoculados no coxim plantar com veneno de P. olfersii e
tratados em cego com Arnica montana 6¢H preparada por método convencional e
por aparelho simulador de uso comercial. A evolucdo do edema inflamatério gerado
em até 24 horas foi avaliada nesta fase do estudo. Na segunda fase, a cinética
celular e os padrdoes histométricos dos tecidos inflamados foram avaliados em
diferentes tempos. Os resultados mostraram ag&o anti-edematosa e inibidora da
migracdo celular tanto no grupo tratado com Arnica 6¢cH convencional quanto
naquele tratado com Arnica preparada em simulador. Observa-se, portanto, que
ambas as preparacoes foram eficientes na acdo anti-inflamatéria ao veneno, porém

com caracteristicas cinéticas particulares.

Palavras chave: Philodryas olfersii, Arnica montana 6¢H, tratamento alopatico, tratamento

homeopéatico, camundongos Swiss.



ABSTRACT

The administration of antivenom is not recommended in poisonings caused by
snakes of the species Philodryas olfersii. Thus, any homeopathic or allopathic
treatment may ultimately contribute to the brief recovery of patients. The aim of this
work is to study the effects of different preparations of Arnica montana 6cH in
experimental poisoning with the venom of P. olfersii in mice. To do so, type Swiss
mice, males and adults were inoculated in the footpad with venom P. olfersii blind
and treated with Arnica montana 6cH prepared by conventional method and device
simulator commercial use. The development of inflammatory edema generated within
24 hours was evaluated in this phase of the study. In the second phase, cell kinetics
and patterns histometric inflamed issues were evaluated at different times. The
results showed an anti-edematous and inhibiting cell migration in both the group
treated with Arnica 6¢cH conventional as that treated with Arnica prepared in a
simulator. It is noted, therefore, that both preparations were effective in anti-

inflammatory action of the poison, but with a particular kinetic characteristics.

Keywords:Philodryas olfersii, Arnica montana 6¢H, allopathic, homeopathic treatment,

Swiss mice.
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1. Introducéo

1.1Homeopatia

A homeopatia, ciéncia médica complementar, surgiu no final do século XVIII,
na busca de terapias diferentes das utilizadas tradicionalmente que se baseavam na
medicina heroica, a qual tinha como objetivo eliminar os venenos enddgenos do
individuo (DANTAS, 1987). Os métodos, baseados na realizacdo de sangrias,
utilizacdo de substancias que provocavam o vomito, a diarreia e que causavam
lesbes na pele, eram pouco eficazes e muitas vezes levavam o paciente a o6bito
(DANTAS, 1987; FONTES, 2001).

Samuel Hahnemann (1755-1843), médico alemado traduzindo obras
cientificas, nas areas de medicina e quimica, deu inicio a homeopatia com o estudo
do efeito da Cinchona officinalis ou quinina/quina, um medicamento utilizado para a
maléria. Testando em si mesmo, observou que, em doses recomendadas, utilizadas
em individuo saudavel, produzia efeitos semelhantes aos produzidos pela maléaria
(DANTAS, 1987; BRUNINI& SAMPAIO, 1993; FONTES, 2001).

Os achados de Hahnemann corroboraram a tese de Hipdcrates
“Simila similibus curentur” ou “semelhantes curam semelhantes”. Este postulado tem
como hipotese béasica a ideia de que toda substancia capaz de provocar
determinados sintomas em uma pessoa sadia, sejam estes de ordem fisica ou
psiquica, é também capaz de curar um individuo doente (DANTAS, 1987; BRUNINI&
SAMPAIO, 1993; REBERet al., 1996; ERNEST &PITTLER, 1998; FONTES, 2001). Com
estes resultados foi possivel estabelecer e definir a homeopatia como uma terapia

complementar, que tem como alicerce e conceito basico o principio da similitude.

1.2 Arnica montana

Samuel Hahnemann realizou a experimentacdo patogenética com diversas
substancias, dentre elas a Arnica montana, de amplo uso e espectro
(FONTES, 2001). Pertencente a familia Asteracea, a Arnica montana € encontrada em

solos acidos, nas regides montanhosas do leste e centro europeus, a maioria em
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regibes temperadas da América do Norte ocidental (LATHOUD, 2002; MACEDO et al,
2004).

Os seus constituintes principais séo 6leos essenciais, terpenos, principios
amargos, flavondides, taninos, resinas, cumarinas, arnicina, Aacidos organicos,
alcaléides(DINIz & SILVA, 2006; BONAMIN, 2008).

O fitocomplexo bloqueia a inflamacdo desencadeada por traumas,
diminuindo a formacdo de exsudato e incrementando a acdo das células
responséaveis pela destruicdo dos fragmentos bioldgicos necroéticos. Os terpenos sdo
espasmoliticos, além de estabilizarem a membrana celular, associado aos
flavondides(DINIz & SILVA, 2006).

Devido a diversidade de principios ativos, foram descritos classicamente
efeitos sobre o processo inflamatério (CARVALHO &BONAMIN, 2001), bem como acao
analgésica, anti-ulcerativa, anti-hipertensiva, anti-genotoxica e de efeitos
anti-hemorragicos (GENET, 1980; CERQUEIRAet al., 1987; CHAKRABARTI, 1991;
RoBLEset al., 1995; RIGAMONTI, 1995; CHAKRABARTI et al., 2001; JEFFREY &BELCHER,
2002; Macepoet al., 2004). Foram observados também efeitos anti-
neoplasicos(RoOBLESet al., 1995), cardiotonicos, anti-cefaléicos (RoBLESet al., 1995)
e promog¢do da mineralizagdo 6ssea e acdo anti-lipidémica (HALL et al., 1980).

Age efetivamente em musculos e no tecido celular, atua sobre traumatismos,
além de determinar alteracfes na circulacéo arterial e capilar (LATHOUD, 2002). Além
disto, tem sido utilizada topicamente em contusfes, entorses, hematomas,
distensbes musculares, flebites e artrites(DINIz & SiLvA, 2006).

Em individuos saudaveis provoca hemorragias, aborto, célicas e vomitos
(DINIZ& SILVA, 2006). Também provoca sensacao de dor e quadros semelhantes aos

de contuséo ou traumatismo (LATHOuUD, 2002).

1.3 Acidentes ofidicos e venenos

Os acidentes por animais peconhentos sdo um dos grandes problemas de
Saude Publica na América Latina, ainda assim sdo consideradas como Doencas
Tropicais Negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saude (TAMBOIURGI, 2010).
No Brasil, as serpentes peconhentas sao os principais agentes etioldgicos (BOLANOS,
1984; MINISTERIO DA SAUDE, 1998). Porém, dados epidemioldgicos tém demonstrado


http://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_do_Norte
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gue 20 a 40% do total de acidentes sdo causados por serpentes pegonhentas sem
interesse médico (MINISTERIO DA SAUDE, 1998; SALOMAO et al., 2003), principalmente
as das familias Dipsadidae e Colubridae, que correspondem a aproximadamente
65% do total de serpentes descritas.

Embora a maioria das serpentes sem interesse médico, realmente nao
ofereca riscos ao homem, aquelas da série opistoglifa apresentam uma glandula de
veneno especializada que produz secrecdo toxica, e que esta ligada a dentes
inoculadores posteriores. Casos descrevendo a gravidade dos acidentes causados
pelas Xenodontineas Philodryas olfersii e P. patagoniensis tem sido descritos
(MARTINS, 1916; NICKERSON& HENDERSON, 1976; SiLVA &BUONONATO, 1983/84,
NISHIOKA& SILVEIRA, 1994; ARAUJO & SANTOS, 1997), assim como a ocorréncia de
Obito de uma crianca no Estado do Rio Grande do Sul apés ser mordida por um
espécime de P. olfersii (SALOMAO & DI BERNARDO, 1995).

As serpentes do género Philodryas, com distribuicdo restrita a América do
Sul, apresentam quinze espécies (THOMAS, 1976; GREENE, 1997), destas, somente
as espécies P. olfersii e P. patagoniensis tem recebido maior atencdo quanto a
elucidacdo da composicéo de suas secrecoes.

Os envenenamentos causados por serpentes do género Philodryas
caracterizam-se pela acéo local intensa com dor, edema e hemorragia. Dentro deste
género Philodryas olfersii € a espécie mais importante, no diz respeito aos
acidentes, apresentando veneno de atividade hemorragica, edematogénica,
fibrinolitica e miotdxica, nociceptiva, hialuronidasica, entre outras (MACKESSY, 2002;
RocHA & FURTADO, 2007).

Estudos recentes demonstraram a grande similaridade bioquimica e
fisiopatoldgica deste veneno com o de Bothropoides jararaca, porém menos ativo e
sem acao sistémica, e a utilizacdo de soro antiofidico para sua neutralizacdo é
dispenséavel. Por outro lado, fazem-se necessarios cuidados médicos devido ao
intenso processo inflamatorio que se instala rapidamente (ROCHA& FURTADO, 2007).

ROCHA e colaboradores (2006) demonstraram que 0 soro antibotropico
comercial € capaz de neutralizar a acdo letal e hemorragica do veneno de
P. olfersii. Devido a grande porcentagem de metaloproteinases presentes em sua
composicdo, o EDTA também foi capaz de neutralizar sua acdo (CHING
al., 2006; RocHaet al., 2006).
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Tendo em vista que ndo é preconizada a administracdo do soro antiofidico
nos envenenamentos causados por serpentes da espécie P. olfersii e tdo pouco de
outras espeécies de serpentes da familia Dipsadidae, todo e qualquer tratamento
alopético ou homeopatico podem vir a contribuir para o breve restabelecimento dos
pacientes. Assim, tivemos como objetivo o estudo dos efeitos da Arnica montana
6CcH no envenenamento experimental com o veneno de Philodryas olfersii em

camundongos.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Estudo dos efeitos da Arnica montana 6¢cH sobre o envenenamento

experimental com o veneno de Philodryas olfersii.

2.2 Especificos

2.2.1 Andlise dos efeitos da Arnica montana 6cH sobre as atividades

edematogénica e inflamatdria do veneno de P. olfersii

2.2.2 Analise comparativa dos efeitos da Arnica montana preparada de
acordo com a farmacopeia homeopatica e da Arnica montanapreparada em aparelho

simulador magnético (EDS).
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3. Justificativa

No Brasil, a fauna ofidica de interesse médico esta representada pelos
géneros: Bothrops “sensu latu”, Crotalus, Lachesis, Micrurus e por algumas das
familias Dipsadidade e Colubridae (MINISTERIO DA SAUDE, 1998).

Os principais Dipsadideos de importancia médica pertencem ao género
Philodryas, sendo as mais comuns, P. olfersiie P. patagoniensis (NICKERSON&
HENDERSON, 1976; SILVA &BUONONATO, 1983/84, SILVEIRA &NISHIOKA, 1992).

Muito pouco se conhece das acdes dos venenos dos colubrideos e
dipsadideos. Atualmente, as instituicdes de pesquisa tem se ocupado com o estudo
das serpentes consideradas “venenosas” na classificagdo médica. Entretanto, o
veneno das serpentes ainda oferece muito campo para estudos, pois estes podem
variar em funcéo de diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos, como também sua
composicao quimica é pouco conhecida.

Os acidentes causados pelas serpentes do género Philodryas caracterizem-
se por, principalmente, lesdes locais como edema, equimose e também por
manifestacdes sistémicas, tais como vomitos, elevacéo da temperatura, entre outros
(SALOMAO et al., 2003). As semelhangas destes acidentes com aqueles causados
por serpentes do género Bothrops “sensu latu”, por vezes, podem confundir os
médicos (FAN& CARDOSO, 1995; FRANCA &MALAQUE, 2003), levando-os a
administracdo do soro antibotropico (BUCARETCHIet al., 1993; NISHIOKA& SILVEIRA,
1994; ARAUJO & SANTOS, 1997; RIBEIRO et al., 1994 e 1999). Isto indica a
necessidade de uma melhor avaliagdo dos pacientes quanto a terapéutica a ser
adotada, sendo interessante a adocdo de métodos alternativos para o pronto

reestabelecimento dos pacientes.

Com base nos resultados obtidos anteriormente com o0 uso da
Arnica Montana 6cH sobre processo inflamatério (CARVALHO &BONAMIN, 2001;
BonAMIN, 2008; Kawakawmiet al., 2011), bem como seus efeitos na reducéo do
edema, da hemorragia e de outros processos associados (MACEDoet al., 2004),
temos como proposta de trabalho a avaliagdo da eficacia da Arnica montana 6¢cH na
reducdo dos efeitos pro-inflamatérios provocados pelo veneno da serpente
Philodryas olfersii baseando-nos no classico principio da similitude (DANTAS, 1987;
FONTES, 2001).
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Paralelamente, tem-se observado na pratica clinica homeopética o uso
crescente de medicamentos preparados de forma n&o convencional, através de
equipamentos de transferéncia magnética fabricados por diferentes empresas e
vendidos por diversos recursos de midia, inclusive por sites de venda na internet. A
utilizac&o de tais recursos, a principio, parece ser interessante, sobretudo em locais
remotos e pouco habitados, ou em que 0 acesso a medicamentos € muito restrito.
Medicamentos preparados dessa forma foram sistematicamente utilizados pela
associagdo “Homeopatas sem fronteiras”, nos anos 80, em varios paises da Africa
(GAUCHER, C. - comunicagado pessoal). Por esse motivo, tal possibilidade aparece
como uma alternativa para o tratamento de envenenamentos por animais
peconhentos. Contudo, tais métodos carecem profundamente de demonstracao
cientifica. Uma pesquisa no Pubmed feita por nés, utilizando as palavras-chave:
homeopathy, electronictransfer, electroniccopy, magnetictransfer, magneticcopy,
resultaram em ZERO artigos publicados. Tal numero reflete o completo “escuro” em
gue tais recursos se encontram, sob o ponto de vista cientifico.

Tendo em vista que os conhecimentos acumulados até o momento sobre os
efeitos moduladores da inflamacé&o pela Arnica montana 6¢cH sao sélidos o suficiente
para identificarmos sua acdo biologica, bem como seus mecanismos sobre o
processo inflamatorio (CARVALHO&BONAMIN, 2001; MACEDOet al., 2004; BONAMIN,
2008; KawakAmiet al., 2011), entendemos que tal modelo experimental foi uma
ferramenta Util tanto para o estudo de seus efeitos na lesdo inflamatéria provocada
pelo envenenamento por peconha de Philodryas olfersii quanto para o estudo
comparativo entre a eficacia deste medicamento preparado de forma convencional
(segundo a Farmacopéia Homeopatica Brasileira, 32 edicdo, 2011) e 0 mesmo

preparado em um aparelho simulador de uso comercial (Oak®).
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4. Materiais e Métodos

4.1 Materiais

4.1.1 Venenos

Exemplares adultos de Philodryas olfersiii, medindo de 90 a
120 mm, foram extraidos por meio da introducao de suas presas em micropipetas de
100 pl, e durante esta operacdo a cabeca do animal foi massageada de modo a
estimular a serpente a movimentar a maxila e assim liberar o veneno das glandulas
de Duvernoy, segundo o método de FERLAN et al. (1983). Estas amostras passaram
pelo processo de secagem em liofilizador e posteriormente foram armazenadas em
freezer (-20°C). (Figura 1)

"\. \ -2 -

5 - S 3
Figura 1 — Philodryas olfersii (foto cedida por Marisa Rocha)

4.1.2 Animais

Conforme FURTADO et al (1991) e THEAKSTON&REID (1983), os testes foram
realizados em camundongos (Mus musculus) cedidos pelo Biotério Central do
Instituto Butantan, de acordo com as normas da Comiss&o de Etica de Utilizagio de

Animais Experimentais do Instituto Butantan.
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4.2 Métodos

4.2.1 Efeitos da Arnica montana 6¢H e Arnica montana 6¢cH-S sobre a atividade

edematogénica do veneno de Philodryas olfersi i: fase 1.

O estudo comparativo entre medicamento preparado segundo a farmacopeia
homeopatica brasileira (tradicional) (Figura 2A)e medicamento preparado em
aparelho simulador magnético (OAK®), de mesma poténcia é feito por meio da
comparacao dos resultados obtidos de ambos os tratamentos, comparados ao
controle (veiculo/solucéo hidroalcodlica 5%).

A preparagdo da Arnica montana 6cH-S foi realizada pela exposi¢do do
veiculo por 15 minutos a campo magnético estabelecido de acordo com os padrdes
definidos pelo fabricante para obtencdo da poténcia homeopéatica desejada (Figura
2B).

Figura 2 - (A) Dinamizador para preparacao de produtos homeopaticos. (B) Aparelho simulador magnético (OAK
®) para producdo de medicamentos homeopaticos em série. No primeiro recipiente (output) insere-se frasco de
tintura-méde de Arnica montana. No segundo recipiente (input) insere-se frasco contendo o veiculo. O regulador
central define e poténcia homeopatica desejada. Os frascos sdo mantidos no aparelho por 15 minutos, conforme
orientacdo do fabricante (Foto cedida por Leoni Bonamin).

O estudo da acédo da A. montana sobre o edema induzido pelo veneno de P.
olfersii foi realizado com base no método descrito por YAMAKAWA et al. (1976),
utilizando a Dose Minima Edematogénica (DME), que € definida como a menor
guantidade de veneno necesséria para induzir 30% de aumento maximo da

espessura da pata injetada (experimental).
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Para realizagdo adequada de contencéo, inoculacdo e medicacdo durante a
fase experimental, foi realizado treinamento prévio com a finalidade de aprimorar as

técnicas e possibilitar desenvoltura durante os testes (Figura 3).

Figura 3 - Contencdo de camundongo: treinamento.

Grupos de 06 camundongos albinos, néo isogénicos, pesando de 18 a 28 g,
foram injetados, subcutaneo, no coxim da pata esquerda com 1,0 ug em 50 ul da

solugéo de veneno, diluido em salina 0,85% estéril (Figura 4).
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Figura 4 - Inoculagdo do veneno de Philodryas olfersii no coxim plantar esquerdo do
camundongo.

Os ensaios com Arnica montana 6c¢H (preparagdo tradicional),
Arnica montana 6cH-S (preparagdo com o simulador magnético) e solucao
hidro alcoolica 5% foram realizados em cego e os codigos foram revelados somente
apos a analise estatistica. Os animais foram divididos em quatro grupos: A, B, C e D,
de acordo com os codigos estabelecidos (Figura 5), exceto os animais do grupo D
gue nao receberam nenhum tipo de tratamento, sendo este o grupo controle. O

conteudo das solucdes somente foi revelado ao final dos experimentos da fase 2.

Os cabdigos revelados foram os seguintes:

A- Arnica 6¢H-S (simulador)

B- Solucao hidro-alc6olica 5% (veiculo)
C- Arnica 6¢H (método convencional)
D- Controle n&o tratado
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Figura 5 - Frascos contendo as preparacGes de Solugdo hidro alcéolica 5% ou Arnica montana
preparada de maneira convencional ou Arnica montana preparada com o aparelho simulador magnético.

Os testes foram realizados com um animal de cada grupo por dia,
totalizando seis animais por grupo.

As substéancias-teste (A, B, C) foram administradas a cada 15 minutos, por
via oral, com o auxilio de pipeta automatica.

A espessura dos coxins foi medida com espessimetro (Mitutoyo -
sensibilidade 0,01 mm) apos 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e 24 horas (Figura
6).

Figura 6 - Método de afericdo da espessura da pata com micrémetro.
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O edema foi expresso pela diferenca entre os aumentos de espessura no
coxim da pata experimental antes e apds a inoculacao, dividida pelos valores das
espessuras da pata antes da inoculacdo do veneno, multiplicado por 100.

Os resultados foram expressos em médias + erro padrao.

4.2.2 Efeitos do extrato de Arnica montana 6¢cH e Arnica montana 6¢cH-S sobre

parametros histométricos do processo inflamatério: fase 2

Apds a tomada das medidas, os animais foram eutanasiados com uma
mistura 1:2 de Xilazina® e Ketamina ®, sendo esta diluida em solucéo salina 0,85 %
estéril na proporcéo 1:2, fornecidos em overdose (0,198 mg/kg de xilazinae 2,298
mg/kg de ketamina), com realizagdo de deslocamento cervical em seguida, por
seguranca, e os coxins plantares inoculados foram colhidos e fixados em formol 10%
tamponado por 24 horas e transferidos para alcool 70%, para posterior andlise
histologica.

Dessa forma, foram posteriormente processados pelos métodos
convencionais de inclusdo em parafina e coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE). A
distribuicdo das células inflamatorias e 0 nimero de mastocitos degranulados ou néo
no tecido foram analisados por método semi-quantitativo na fase 2, em um sistema
de escores atribuidos por dois observadores independentes, a fim de evitar vieses
subjetivos nas analises.

Por motivos técnicos ligados a infraestrutura laboratorial, ndo foi possivel
fazer a analise do diametro dos vasos linfaticos por método computacional (Image

Tool 3.0).

4.2.3 Anélise estatistica

Os meétodos estatisticos utilizados foram a ANOVA seguida do teste de
médias TuckeyKrammer para comparagdo da variancia entre os grupos, sendo

valores de p<0,05 considerados significativos.
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5. Resultados

Fase 1

Durante os ensaios 0s seguintes dados comportamentais foram registrados:

o Os animais dos grupos Arnica 6¢H-S e veiculo (soluc&o hidro alcodlica)
mantiveram-se calmos, tranquilos, comiam pouco, bebiam pouca agua e dormiram a
maior parte do tempo;

o Os animais do grupo Arnica 6¢cH sempre ficavam mais agitados quando
comparados com os animais dos demais grupos durante a manipulagéo e lambiam a
pata onde o veneno foi inoculado. Comiam e bebiam bastante, corriam de um lado
para o outro da gaiola, brigavam nas duas primeiras horas de experimento,
acalmando-se somente apds a segunda hora,;

o Os animais do grupo controle eram o0s mais agitados quando
comparados aos outros grupos. Lambiam a pata onde o veneno foi inoculado, o
tempo todo, denotando sinal de dor. Movimentavam-se muito, brigavam, comiam e
bebiam bastante, cavavam, tentavam fazer ninho, penduravam-se na grade.
Acalmaram um pouco também apds a segunda hora do inicio do experimento, mas
ainda assim, continuavam muito agitados se comparados aos animais dos outros

grupos.

Esse comportamento se repetiu todos os dias, em de todos 0s grupos,

sendo que cada animal seguiu o padrdo descrito acima.

A Tabela 1 mostra os valores de média e desvio padrdo da espessura das

patas (edema) nos diferentes grupos.
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Tabela 1 - Evolugdo da espessura das patas nos diferentes grupos apés (A) 30 minutos, (B) 1 hora,
(C) 2 horas, (D) 3 horas e (E) 24 horas da inoculagdo do veneno.

A
Tempo 30 minutos - Fase 1- Evolugdo do Edema - %
animal | A (mm) B(mm) C(mm) D(mm)
1 43,9 34,5 12,6 46,5
2 22,2 64,1 69,2 55,3
3 40,6 38 45 47,4
4 42,2 46,2 53,9 48,2
5 34,7 43,2 39,8 39,4
6 52,1 58 56,6 58,3
Media 39,28333 | 47,33333 | 46,18333 | 49,18333
Dp 10,08631| 11,5332| 19,32774| 6,746678
B
Tempo 1 hora - Fase 1 - Evolugdo do Edema - %
animal |A (mm) B(mm) C(mm) D(mm)
1 23,5 12,8 23 48,4
2 21,3 41,8 48,5 67,8
3 18,3 17,2 34,1 27,4
4 30 25,5 30,3 38,1
5 36,5 37,5 26,2 23,4
6 29,3 29,1 27 29,4
Media 26,48333| 27,31667 | 31,51667 | 39,08333
Dp 6,683836 | 11,25192 | 9,140988 | 16,66522
C
Tempo 2 horas - Fase 1 - Evolugdo do Edema - %
animal | A (mm) B(mm) C(mm) D(mm)
1 11,3 8,84 15,9 52,1
2 13,3 34,5 33,8 13,8
3 10,9 11,9 19,1 2,8
4 19,2 12,7 11,8 21,1
5 32,9 31 29,1 32,7
6 17,7 16,5 21,7 26,5
Media 17,55 19,24 21,9 24,83333
Dp 8,242754 | 10,80259 | 8,238204 | 16,90724




D
Tempo 3 horas - Fase 1- Evolugdo do Edema - %
animal |A (mm) B(mm) C(mm) D(mm)
1 9,95 7,1 0 45,1
2 10,2 25,9 14,1 9,8
3 3 8,8 12,3 3,2
4 7,5 7,1 3,5 7,8
5 0 9,6 12,6 21,2
6 14,4 13,6 11,3 24,6
Media 7,508333 | 12,01667 | 8,966667 | 18,61667
Dp 5,242177 | 7,208167 | 5,768766 | 15,33785
E
Tempo 24 horas - Fase 1 - Evolugdo do Edema - %
animal [ A (mm) B(mm) C(mm) D(mm)
1 2,7 0 0 2,3
2 0 17,7 9,6 4,5
3 0 0,4 5,91 0
4 0 0,5 0,9 1,4
5 0 0 7,2 11,06
6 1,9 1,4 2,3 12,8
Media 0,766667 | 3,333333| 4,318333 | 5,343333
Dp 1,214359 | 7,056817 | 3,824659 | 5,335847
mm = milimetro
Resumo
min/mm A B C D
30 39,28333 | 47,33333 | 46,18333 | 49,18333
60 26,48333 | 27,31667 | 31,51667 | 39,08333
120 17,55 19,24 219 |24,83333
180 7,508333 | 12,01667 | 8,966667 | 18,61667
1440 (0,766667 | 3,333333 | 4,318333 | 5,343333
min = minuto

mm = milimetro
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Figura 7 - Evolugdo do edema inflamatério induzido pela inoculagdo subcutanea de veneno de P olfersii em
funcdo do tempo, nos diferentes grupos. Os valores representam a media. ANOVA.

Conclusdes parciais da fase 1:

° Os animais do grupo Arnica 6cH-S obtiveram menor edema, sendo

essa a preparacdo mais eficaz sobre os efeitos do veneno de Philodryas olfersii;

° Os animais dos grupos Arnica 6¢cH e Veiculo (solucdo hidro-alcodlica)
obtiveram resultado intermediario quanto a evolugcédo do edema,;

o Os animais do grupo controle, que néo receberam nenhum tipo de
tratamento, apresentaram a maior média de porcentagem de edema que 0s outros

grupos, validando o modelo experimental.
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6. Resultados finais
Fase 2

Na segunda etapa do experimento, as laminas submetidas a coloracdo de
Hematoxilina - Eosina foram avaliadas por um sistema de escores, buscando
padronizar uma classificacdo dos itens de acordo com o grau de lesdo apresentado.

Todas as andlises foram feitas em cego. Sendo assim, para avaliarmos,

usamos a seguinte classificacao:

Edema subcutaneo

Escore Descricao Foto

1 Pequena distensédo do
colageno na derme

Poucos vasos linfaticos
distendidos

2 Distensdo moderada
da derme e vasos
linfaticos distendidos e
evidentes

3 Distensao severa da
derme e vasos
linfaticos bem
distendidos e muito
evidentes




Distensédo severa da
derme com ruptura da
malha conjuntiva e
vasos linfaticos bem
distendidos e muito
evidentes

Edema muscular

Escore

Descrigao

Poucos focos de
distensao das fibras
musculares com
formacéo de espacos
vazios entre as fibras

Espagos regulares e
bem distribuidos entre
as fibras musculares,
com distensédo do tecido
conjuntivo entre os
feixes.

Espacos irregulares
entre as fibras
musculares, com
distenséo e ruptura do
colageno do tecido
conjuntivo entre os
feixes.

32
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Foto

Descricao

Pouco evidente

Bem evidente

Marginacaoleucocitéria

Escore




Degranulagédo de mastoécitos
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Polimorfonuclear e mononuclear

Escore

Descrigao

Foto

Sem presenca de
células
inflamatorias no
campo.

A

MONONUCLEAR

Compactacao
moderada de
células
inflamatérias na
derme

(parametro
também serve
para
polimorfonuclear)

{i\\ “{\.\\ ‘ T
\&\\

\\

MAREN
LU L

Polimorfonuclear

Grande
compactagéo de
células
inflamatérias na
derme

(parametro
também serve
para
MONONUCLEAR)

-
N

O N
%

\

N\

| 3 :
€ ;\\

- -~

0‘.
5 3
L

O

i ‘é-;\‘k

R

.

35



36

Com base nas técnicas de avaliacdo apresentadas, cada lamina foi analisada
e os padrfes estabelecidos classificados. Todas as laminas foram analisadas por
dois observadores, separadamente, sem que um influenciasse ou participasse
da anélise do outro.

Os dados finais foram submetidos & andlise da orientadora responsavel e
consolidados, o que demonstra que as avaliagdes, mesmo que individuais, foram
fidedignas e confiaveis, ja que os resultados obtidos foram praticamente 0s mesmos.

Os tempos analisados foram 30 minutos, 3 horas e 24 horas (Tabelas 2-8;

Figuras 8-14).

Tabela 2 - Representagdo dos diferentes escores atribuidos por dois observadores sobre diferentes pardmetros do processo
inflamatdrio— anélise 30 minutos.

30 minutos
Arnica
_ controle Veiculo | Arnica 6cH 6¢H-S
edema SC 4 4 3 4
edema mm

marginagao leucocitaria

mastdcitos degranulando
PMN
Mononuclear

= OO |N|N
= O[O (kRN
= | OO |k |N
= | OO |k W
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4,5 30 minutos Ono treatment

4 - OHS
3,5 - M Arnica 6¢cH

3 B Arnica 6¢H - S
2,5 4

2 . —
1,5 -

1 .
0,5 -

0 T T T T T

edema SC edema mm marginagao mastdcitos PMN Mononuclear
leucocitdria  degranulando

Figura 8 - Gréafico comparativo que revela diferentes escores atribuidos por dois observadores sobre diferentes parametros do
processo inflamatorio — analise 30 minutos

Ao observar a tabela 2 e a figura 8 pode-se concluir que:

o O edema apresentado aos 30 minutos foi menor no grupo de animais
submetidos ao tratamento com a Arnica 6¢cH preparada de modo convencional, se
comparado as outras solugbes e ao grupo que néo recebeu tratamento, o que
comprova sua eficacia como acao anti-edematogénica,

. Os animais submetidos ao tratamento com a Arnica 6cH-S(simulador
magnético) tiveram maior edema muscular, inclusive se comparado ao grupo que
néo recebeu tratamento;

o A marginacdo leucocitaria foi mais evidente nos animais que nao
receberam nenhum tipo de tratamento (grupo D - controle);

o Para todos os grupos nao foi possivel observar degranulacdo de
mastocitos, independente se receberam tratamento ou nao;

o N&o havia a presenca de polimorfonucleares contaveis em nenhum dos

grupos;
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o Em todos os grupos a classificagdo para mononucleares foi a mesma,

apresentando compactacdo moderada de células inflamatorias na derme.

Tabela 3 - Representagdo dos diferentes escores atribuidos por dois observadores sobre diferentes pardmetros do processo
inflamatdrio— analise 180 minutos.

3 horas
Arnica Arnica
no treatment HS 6¢H 6¢cH-S
Edema SC 3 4 3 3
Edema mm 1 2 2 2
Marginacgdo leucocitaria 2 2 2 2
Mastdcitos degranulando 0 0 0 0
PMN 1.5 2 1 1
Mononuclear 1 1 1 2
45 - 3 horas Ono treatment
OHS
4 -
W Arnica 6¢cH
3,5
B Arnica 6¢cH - S
3 - —
2,5
2 -
1,5
1 -
0,5 -
0 T T T T T
edema SC edemamm  marginagdo mastdcitos PMN Mononuclear
leucocitdria  degranulando

Figura 9 - Gréafico comparativo que revela diferentes escores atribuidos por dois observadores sobre diferentes parametros do
processo inflamatério — analise 180 minutos
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Ao observar a tabela 3 e o gréafico 9 pode-se concluir que:

o O grupo que recebeu a solucao hidroalcoolica apresentou maior edema
subcutaneo se comparado aos outros grupos, inclusive ao grupo que néao recebeu
nenhum tratamento.

o O grupo que nao recebeu nenhum tipo de tratamento obteve o menor
escore de edema muscular,

o A marginacéo leucocitéria foi bem evidente em todos os grupos;

o Para todos os grupos nado foi possivel observar degranulacdo de
mastécitos, independente se receberam tratamento ou nao;

o Os animais que foram tratados com a Arnica 6¢cH preparada de modo
convencional e o0s animais tratados com a solugdo preparada em simulador
magnético tiveram o menor escore para polimorfonucleares.

o O grupo tratado com a solugdo preparada em simulador magnético
obteve maior escore de mononucleares, com grande compactacdo de células

inflamatodrias na derme.

Tabela 4 - Representagdo dos diferentes escores atribuidos por dois observadores sobre diferentes pardmetros do processo
inflamatdrio— analise 24 horas.

24 horas
Arnica
_ no treatment HS Arnica 6¢cH 6¢cH-S
edema SC 4 3 3 3,5
edema mm 2 2 2 1
marginagdo leucocitaria 1 1 1 1
mastdcitos degranulando 1 1 1 0
PMN 1 1 0.5 1
Mononuclear 2 2 2 2
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45 -+ Ono treatment
’ 24 horas
4 N
OHS
3,5 A
W Arnica 6¢cH
3 -
2,5 M Arnica 6¢H-S
2 -
1,5 -
1 -
0,5 4
0
edema SC edema mm marginagdo mastdcitos PMN Mononuclear
leucocitaria degranulando

Figura 10 - Grafico comparativo que revela diferentes escores atribuidos por dois observadores sobre diferentes parametros
do processo inflamatério — anélise 24 horas.

Ao observar a tabela 4 e a figura 10 pode-se concluir que:

o O grupo que recebeu a solucao hidroalcoolica e o grupo que foi tratado
com a arnica 6 cH preparada de modo convencional obtiveram o mesmo escore de
edema subcutaneo, menor que 0 grupo que recebeu tratamento com a solugao
preparada pelo simulador magnético. O grupo que ndo recebeu tratamento
apresentou o maior escore de edema subcutaneo;

o O grupo que recebeu a solucdo preparada em simulador magnético
apresentou maior eficacia para combater o edema muscular ap6s 24 horas da
inoculagdo do veneno e inicio do tratamento;

o Todos o0s grupos obtiveram o0 mesmo escore de marginacao
leucocitéria, sendo esta pouco evidente;

o Todos o0s grupos apresentaram mastocitos degranulados, exceto o
grupo tratado com a solugdo preparada em simulador magnético, que apresentou

predominantemente mastoécitos ndo degranulados;
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o O grupo que recebeu tratamento com a arnica 6¢H preparada de forma
convencional apresentou um escore menor de PMN, indicando compactacéao leve a
moderada de células inflamatérias na derme, o que demonstra que a solucdo foi
eficaz no controle da migracéo leucocitaria se comparada aos outros grupos;

o O escore para classificacdo de mononucleares foi igual para todos os

grupos, indicando grande compactacgédo de células inflamatorias na derme;

Tabela 5 - Comparacéo da evolugdo do edema subcutaneo nos diferentes grupos, nos diferentes tempos.

Edema sc 30 min 3 horas 24 horas
no treat 4 3 4

HS 4 4 3
Arnica

6¢cH 3 3 3
Arnica

6¢cH-S 4 3 3.5

no treat

HS
4,5 4
@ Arnica 6¢H
4
@ Arnica 6¢H - S
3,5 4
3 -
2,5 A
2 -
15 4
1 T T 1

30 min 3 horas 24 horas

Figura 11 - Evolugdo do edema subcutaneo nos diferentes grupos, nos diferentes tempos.

Ao se observar a tabela 5 e a figura 11, pode-se concluir que:

o O pico do edema inflamatoério medido pelo grau de dissociacéao tissular
se deu entre 3 e 24 horas horas ap0s a inoculagcdo do veneno, considerando-se 0

perfil dos grupos controle e veiculo. A Arnica 6¢H preparada de forma convencional
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apresentou reducao da dissociacdo tissular em todos os tempos representados, ao

contrario do grupo que recebeu Arnica 6cH-S, cujos efeitos foram similares ao

controle.

Tabela 6 - Comparacéo da evolugdo do edema muscularnos diferentes grupos, nos diferentes tempos.

Edema
mm 30 min | 3 horas 24 horas
no treat 2 1 2
HS 2 2 2
Arnica
6¢cH 2 2 2
Arnica
6¢H-S 3 2 1
EDEMA MM escore e 0 treat
3,5 4
HS
3 -
e Arnica 6¢H
2,5 1 @ Arnica 6¢CH - S
2 -
1,5 -
1 4
0,5 -
0 T T
30 min 3 horas 24 horas

Figura 12 - Evolucéo do edema muscular nos diferentes grupos, nos diferentes tempos.

Ao observar a tabela 6 e a figura 12, vé-se que os efeitos sobre o edema em

planos profundos da musculatura da pele apresentam grande variacdo entre tempos

e grupos, ndo sendo possivel identificar-se efeitos especificos dos medicamentos

testados.
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Tabela 7 - Comparacdo da marginacéo leucocitérianos diferentes grupos, nos diferentes tempos.

Margina¢do | 30 min | 3 horas | 24 horas
no treat 2 2 1
HS 1 2 1
Arnica 6¢H 2.5 2 1
Arnica
6¢cH-S 1 2 1
. MARGINACAO escore e 10 treat
HS
2,5 -
e Arnica 6¢H
2 )
@ Arnica 6¢H - S
1,5 -
1 .
0,5 -
O T T 1
30 min 3 horas 24 horas

Figura 13 - Marginacéo leucocitaria nos diferentes grupos, nos diferentes tempos.

Ao observar a tabela 7 e a figura 13, observa-se que nos primeiros estagios
do processo inflamatoério os efeitos da arnica 6¢cH e 6¢cH-S foram antag6nicos entre
si, mostrando mecanismos diferentes. Ap6s 3 horas, os efeitos se igualaram com os

controles, no que diz respeito a marginacgédo leucocitéria.

Tabela 8 - Comparacdo da quantidade de polimorfonucleares nos diferentes grupos, nos diferentes tempos.

PMN 30 min | 3 horas | 24 horas
no treat 0 1,5 1

HS 0 2 1
Arnica 6¢cH 0 1 0,5
Arnica 6¢H-S 0 1 1
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2,5 4 PMN escore e N0 treat
HS
2 -
@ Arnica 6¢H
@ Arnica 6¢H - S
1,5 4
1
0,5 4
O T T 1

30 min 3 horas 24 horas

Figura 14 - Quantidade de polimorfonucleares nos diferentes grupos, nos diferentes tempos.

Ao observar a tabela 8 e a figura 14, vé-se diferentes graus de migracao de
células PMN nos diferentes grupos, sendo tais diferencas mais evidentes apés 3

horas da inoculacdo do veneno.

Os menores escores de migracao celular, nesse tempo, foram observados
nos grupos tratados com Arnica 6¢cH e Arnica 6¢cH-S, em relagcdo aos controles.
Apenas o0s animais tratados com Arnica 6¢cH, preparada da forma convencional,
apresentaram persisténcia dessa reducdo mesmo apés 24 horas da inoculagédo do

veneno, tendo, portanto, acdo mais duradoura.
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7. Discusséao e conclusao

Conclui-se, através deste experimento, que:

o A arnica 6¢cH preparada de modo convencional tem sua acao
reproduzida no combate a inflamacédo e ao edema, agindo de forma a amenizar os
efeitos causadas pelo veneno da serpente Philodryas olfersii.

o Tais efeitos podem ser descritos como maior agitagdo no momento da
inoculacéo, sugerindo maior sensibilidade dolorosa, reducédo do edema subcutaneo
em todos os tempos observados, sendo tal observacdo mais evidente na andlise
histologica do que na mensuracdo macroscopica, reducédo da presenca de células
PMN apés 3 e 24 horas em seguida a reducdo da marginacgdo leucocitaria vista aos
30 minutos apds a inoculagao.

o O conjunto dos efeitos observados sdo compativeis com a literatura
(Bonamin, 2008; Kawakami et al., 2011).

o A solucao preparada pelo simulador magnético tem comprovadamente
poder eficiente no combate a inflamacdo e ao edema, sendo observada sua maior
acao apos 24 horas e pricipalmente sobre o edema muscular, embora também se
observe reducao da marginacgao leucocitaria precoce e da migracao de células PMN.

o Comparativamente, observa-se que ambas as preparacdes foram
eficientes na acdo anti-inflamatodria ao veneno, porém com caracteristicas cinéticas

particulares.
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8.Cronograma cumprido

Tempo total do projeto: 01 ano (setembro/2012 a agosto /2013).

Primeiro trimestre (setembro, outubro e novembro): revisdo bibliografica e
padronizacao dos métodos;

Segundo trimestre (dezembro, janeiro e fevereiro): execucdo dos
experimentos in vivo;

Terceiro trimestre (marco, abril e maio): repeticdo dos experimentos in vivo
(se necessario) e analise histoldgica;

Quarto trimestre (junho, julho e agosto): analise histologica, andlise estatistica

e redacdo de relatério e artigo para publicacéo.
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