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AVALIACAO DE DIFERENTES TRATAMENTOS SOBRE AS ALTERACOES
HEMOSTATICAS APOS ENVENENAMENTO BOTROPICO (Bothrops alternatus)
EXPERIMENTAL EM CAES

ASSESSMENT OF DIFFERENT TREATMENTS ON HEMOSTATIC ALTERATIONS
AFTER EXPERIMENTAL BOTROPIC ENVENOMING (Bothrops alternatus) IN DOGS

Manuela Maria Barbosa dos SANTOS'; Marilia Martins MELO?; Denise Oliveira JACOME! ;s Keila Margarida
FERREIRA®; Neide Judith F. OLIVEIRA*; Fernando ALZAMORA FILHO’

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do soro antibotrdpico, da flunixina meglumina e
do extrato aquoso de Curcuma longa (10%) sobre as alteracdes hemostaticas observadas no envenenamento botrépico
em cdes. Foram utilizados 12 cées adultos, sem raca definida, inoculados com 0,3mg/kg do veneno, via IM, na face
caudal da coxa esquerda, tratados 2 horas apds o envenenamento, divididos em trés grupos de 4 animais, sendo: Grupo
I- soro antibotrépico diluido em solugéo fisiologica de NaCl a 0,9%, em dose tnica, suficiente para neutralizar 0,3mg/
kg do veneno; Grupo II- flunixina meglumina, na dose de 1,1mg/kg, via IM, uma vez ao dia, por 5 dias; Grupo IlI-
extrato aquoso de Curcuma longa (10%), topica no local da inje¢do do veneno, 3 vezes ao dia, por cinco dias. A
analise dos resultados revelou aumento (p<0,05) do tempo de protrombina, e tempo de tromboplastina parcial ativada
nos grupos L, Il e IIl em relagdo ao momento controle; diminui¢ao da concentragéo de fibrinogénio nos grupos Il e I1I;
diminui¢do na contagem de plaquetas nos grupos I e Il e aumento do tempo de coagulacéo nos grupos Il e III. Os
resultados indicam a importancia da aplicagdo do soro antibotrépico para a reversdo das alteragdes hemostaticas
induzidas pelo veneno botropico.

UNITERMOS: Hemostasia, Bothrops, Cao.

INTRODUCAO

O veneno de todas as serpentes do género
Bothrops possue atividade edematogénica, proteolitica,
miotoxica, desfibrinante, hemorragica e hemolitica
indireta. Ele pode agir em pontos diversos do mecanismo
hemostatico e com intensidade variavel, dependendo da
espécie da serpente e da dose do veneno (FAMADAS,
1979; FRANCESCHI, 1990; SANCHEZ et al., 1992). O
veneno botropico produz mudangas no mecanismo
hemostatico e causa danos sobre os vasos sangiiineos
interferindo sobre as fungdes plaquetarias, fatores de
coagulagdo como protrombina (Fator II), Fator X e
fibrinogénio (Fator I) (SANO-MARTINS, 1990; ROODT
etal., 1996; MARKLAND, 1998; SMOLKA etal., 1998).

Bolsista Iniciagdo Cientifica/ CNPq

L S

Received: 09/08/02 Accept: 11/02/03

Schvartsman (1992) e Viana (1983) avaliaram a eficacia
do corticoide local e sistémico na terapéutica do
envenenamento botropico, ndo sendo observado efeito
satisfatorio deste na evolu¢do do edema e necrose local.
Novaes et al. (1997) testaram o efeito da flunixina
meglumina, antiinflamatdrio néo esteroidal, associado a
diurético, como medicagdo opcional para tratamento do
envenenamento botropico em bovinos e obtiveram os
seguintes indices de sobrevivéncia: 100% para os animais
inoculados com venenos das espécies B. jararacussu e
B. moojeni, 66% para B. neuwiedi. Nao houve
sobrevivéncia dos animais inoculados com os venenos de
B. jararaca e B. alternatus. Muitas espécies de plantas
utilizadas na medicina tradicional brasileira tém
demonstrado possuir substancias que protegem o homem
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e os animais contra venenos de serpentes. Dentre essas,
a Curcuma longa é uma das mais importantes na
atualidade por terem sido isolados de seus rizomas varias
substancias, como a curcumina e o ar-turmerone
(MANGALAKUMARI e MATHEW, 1986; FERREIRA
etal, 1992; SOUZA, 1993; OLIVEIRA e AKISUE, 1998;
MORS et al., 2000). O uso de plantas no tratamento de
acidentes por serpentes ja foi reconhecido ha bastante
tempo, mas somente nos ultimos vinte anos tem merecido
aten¢@o cientifica. Sendo assim, pouco se conhece da
atividade dos compostos quimicos identificados nessas
plantas, e, menos ainda, do possivel mecanismo de agao
desses compostos (MORS et al., 2000). Devido a
escassez de estudos clinicos para avaliar a eficacia de
distintos farmacos na redug@o dos danos ocasionados pelo
envenenamento botrdpico e suas conseqiiéncias fisicas e
sociais, este trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia
de diferentes tratamentos: soro antibotropico, flunixina
meglumina e extrato aquoso de Curcuma longa a 10%,
sobre os parametros hemostaticos de cées envenenados
experimentalmente pela serpente Bothrops alternatus.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 cdes adultos, 10 machos e 2
fémeas, sem raca definida, com peso médio de 17,62 +
4,94 kg. Os animais foram alojados nos canis do Centro
Experimental de Pequenos Animais (CEPA) do Hospital
Veterinario da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte. Apos
exames clinicos e verificacdo de auséncia de alteragdes
que pudessem interferir com o experimento, 0s animais
receberam uma dose de vacina sextupla' e anti-
helmintico®. Foram banhados com produto carrapaticida’
e sarnicida®.

No periodo da realizago do trabalho, receberam
racdo comercial®, uma vez ao dia, e agua a vontade.
Foram constituidos trés grupos experimentais, com quatro
animais cada, de acordo com o tratamento instituido:

* Grupo I: animais tratados com soro-
antibotrépico® diluido em solugéo fisioldgica de NaCl a

' Tissuvax 6 — Coopers Brasil LTDA.

2 Endal — Shering Plough, Industria Brasileira.

> Butox — Hoeschst Roussel Vet. — Brasil.

* Sabdo Sarnasol — Shering Pluogh, Industria Brasileira.
5 Socil Guyomarc’h, Royal Canin — Brasil.
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0,9%, na dose de 1,0 ml para cada 5,0mg de veneno
inoculado’, via intravenosa;

* Grupo II: animais tratados com Flunixina
meglumina® na dose de 1,1mg/kg de 24/24 horas por cinco
dias, via intramuscular;

* Grupo III: animais tratados com extrato aquoso
de Curcuma longa a 10%, topico no local da inje¢do do
veneno, trés vezes ao dia por cinco dias.

O veneno da serpente B. alternatus, liofilizado
e refrigerado, foi diluido na proporcéo de 3,0mg em 1,0ml
de solucéo fisiologica de cloreto de sodio a 0,9%, e
administrado na dose de 0,3mg/kg de peso corporal
(SANTOS et al., 2000), em todos os animais, via
intramuscular, na face caudal da coxa esquerda, com
agulha hipodérmica (25x7). Antes da inoculagdo, foi
realizada tricotomia e anti-sepsia local. Os tratamentos
foram iniciados 2 horas apds a inoculagédo do veneno.

As amostras de sangue foram colhidas por meio
de puncdo das veias jugular e cefalica utilizando-se
agulhas hipodérmicas (25x7) e seringas plasticas
descartaveis de 5 ml. Desses, 3 ml foram acondicionados
em tubos siliconizados com EDTA (sal dissodico do acido
etileno diamino tetra-acético) a 10% para avaliacdo da
concentragdo de fibrinogénio, tempo de protrombina (TP)
e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), outros
2 ml foram transferidos para tubos sem anticoagulante
para medicdo do tempo de coagulagao (TC) e para
confeccdo de esfregacos para a contagem de plaquetas.

Todos os testes foram realizados antes da
inoculagéo do veneno botropico (T0) e apds a inoculagéo
nos seguintes tempos: 2 horas (T1), 6 horas (T2), 24 horas
(T3), 30 horas (T4), sete dias (T5) e quatorze dias (T6).

O tempo de coagulacdo foi determinado pelo
método de Lee e White (1913), o tempo de protrombina
medido, utilizando-se o kit comercial SOLUPLASTIN®,
pela metodologia de Quick modificada e o tempo de
tromboplastina parcial ativada, utilizando-se o kit
comercial APTTest’. A concentragio de fibrinogénio foi
determinada pela metodologia de Ratnoff e Menzie
modificada'® e a contagem de plaquetas pelo método
indireto descrito por Matos e Matos (1981).

¢ Soro antibotropico — Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), BH-MG — Brasil.
7 Dose correspondente a capacidade minima de neutralizagdo do soro antibotrépico utilizado.

8 Banamine — Schering Plough, Indtstria Brasileira.
® Wiener Laboratdrios S.A.I.C, Argentina.

% Rotina do laboratério de patologia clinica do departamento de clinica da Escola de Veterinaria da UFMG
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Os resultados obtidos foram delineados em
parcelas subdivididas e analisados, utilizando-se o método
estatistico “1” de Student para comparagao de médias,
com indice de significancia p<0,05 (SAMPAIO, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos demonstraram queda

significativa (p<0,05) na contagem de plaquetas em
relagdo ao TO (momento controle) para os grupos I e II.

SANTOS, M. M. B. et al.

Observou-se, também, no grupo III, uma diminui¢éo na
contagem de plaquetas, porém sem significado estatistico
(Tabela 1). Os valores mais baixos da contagem de
plaquetas, para todos os grupos, foram obtidos em T3 e
T4, tendo sido observados valores médios inferiores aos
considerados normais (200.000-500.000 plaquetas/pl)
para cées, segundo Jain (1993). Os grupos II e III
apresentaram valores inferiores a 100.000 plaquetas/pl,
no tempo T4 (Tabela 1).

Tabela 1: Valores médios da contagem de plaquetas/pil de 12 cdes, antes e apos envenenamento botropico experimental,

submetidos a diferentes tratamentos.

Tempo T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6

Grupo

I 258,38 160,60 183,35 113,90 125,55 183,00 427,58

(Ba) (ABa) (ABa) (Aa) (Aa) (ABa) (Ca)

11 314,78 265,33 212,05 135,23 51,33 345,80 413,38
(CDEa) (CDa) (BCa) (ABa) (Aa) (DEab) (Ea)

11 205,08 199,90 145,98 110,60 77,28 413,40 273,53
(ABa) (ABa) (ABa) (Aa) (Aa) (Ca) (Ba)

Meédias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tempos dentro de cada grupo (p<0,05).
Meédias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os grupos para cada tempo (p<0,05).

Embora a trombocitopenia estivesse presente em
todos os animais, apenas um cao do grupo Il apresentou
petéquias e equimoses na mucosa oral. De acordo com
Jain (1993), as alteracgdes clinicas s6 se manifestam
quando a contagem de plaquetas atinge valores inferiores
a50.000/ul.

Néao foram observadas diferengas entre os
grupos quanto a contagem de plaquetas, apesar de ser
evidente a queda mais pronunciada nos animais do grupo
II e 111, que no grupo I, tratado com soro antibotropico.
Trinta horas apds o envenenamento, os valores médios
ainda ndo haviam retornado aos valores considerados
normais.

O dano aos vasos sangiiineos desencadeia uma
rapida resposta dos componentes hemostaticos para
cessar a hemorragia. Esses componentes sdo: a
integridade da parede dos vasos, as plaquetas circulantes
(devido as suas propriedades adesiva e agregante) e os
fatores de coagulagdo (que levam a formagéo de coagulo
de fibrina). Para evitar-se excesso de tecido cicatricial, o
coagulo é removido pela enzima fibrinolitica (plasmina).
Em situagdes onde qualquer um destes componentes
estdo alterados, a hemostasia é comprometida, resultando
em sangramento. A primeira acdo das plaquetas sobre o
vaso lesado € a adesdo ao subendotélio exposto mediado
por proteinas adesivas, o Fator de von Willebrand e o

colageno. O encontro dessas proteinas adesivas
estimulam as plaquetas a secretar seus componentes
granulares, em particular o ADP (KAMIGUTI et al.,
1991b, 1994, 1996). Diante disso, a tendéncia ao
sangramento, observado no envenenamento botrdpico,
ndo parece ser causado apenas por lesdo vascular,
distarbios da coagulagéo e contagens baixas de plaquetas,
mas as altera¢des na sua fungdo parecem contribuir
(SCHALM et al., 1975; LITTLEWOOD, 1986; JAIN,
1993; SANO-MARTINS et al., 1997).

Além da queda do niimero de plaquetas, houve
diminuicao significativa (p<0,05) nos niveis de fibrinogénio
em relacdo ao TO (momento controle) nos grupos Il e
III. Foi observada diferenca significativa desses grupos
em relagdo ao grupo I no T4 (Tabela 2). A queda nos
niveis de fibrinogénio deve-se ao consumo causado pela
acdo “tipo-trombina” do veneno botrépico (FAMADAS,
1979; NAHAS et al., 1979; PIRKLE; STOCKER, 1991;
SANTORO; SANO-MARTINS, 1993; ZAGANELLI et
al., 1996). Essa fracdo, “tipo-trombina”, foi isolada do
veneno de B. alternatus por Smolka et al. (1998). O
fibrinogénio ¢ usado para avaliagdo da recuperagdo do
acidentado no envenenamento botrépico. Duas horas apos
a inoculagdo do veneno de B. alternatus foi observada
queda dos niveis plasmaticos de fibrinogénio, sendo os
menores valores observados para os animais do grupo 1.
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Tabela 2: Valores médios do fibrinogénio (mg/dl) de 12 cées, antes e apos envenenamento botropico experimental,

submetidos a diferentes tratamentos.

Tempo TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Grupo
I 835,00 707,50 655,00 627,50 717,50 1137,50 845,00
(Aa) (Aab) (Aa) (Ab) (Ab) (Ba) (Aa)
11 775,00 495,50 750,00 287,50 302,50 1210,00 700,00
(Ca) (ABa) (BCa) (Aa) (Aa) (Da) (BCa)
11 990,00 807,50 717,50 432,50 432,50 1035,00 955,00
(Ca) (BCb) (Ba) (Aab) (Aa) (Ca) (BCa)

Meédias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tempos dentro de cada grupo (p<0,05).
Meédias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os grupos para cada tempo (p<0,05).

Os grupos II e IIl se diferenciaram
significativamente do grupo I em relagdo ao TC,
mostrando que o soro antibotrépico, na dose e via
administradas, é capaz de antagonizar os efeitos
sistémicos causados pelo veneno (KOCHOLATY et al,
1968; LAING et al, 1992; VIANA, 1983; SOERENSEN
etal, 1993; CHIPPAUX; GOYFFON, 1998). Observou-
se aumento significativo (p<0,05) do TC, para valores
acima dos considerados normais (3-13 minutos) para o
método de Lee e White (1913), a partir de T1 para o
grupo 11, e a partir de T2 para o grupo III, permanecendo

alterados até T4 (Tabela 3). O grupo I ndo apresentou
aumento significativo do TC nos diferentes tempos de
coleta, sendo o maior valor observado em T3 (Tabela 3).
Os valores do TC obtidos no momento controle (T0)
estavam entre os citados por Jain (1993) para o método
de Lee e White (1913). A incoagulabilidade observada se
deve a atividade “tipo-trombina” dos venenos botropicos,
citada anteriormente, e, como proposto por diversos
autores, o TC é um indicador do envenenamento sistémico
por serpentes deste género.

Tabela 3: Valores médios do tempo de coagulagdo — TC (minutos) de 12 cées, antes e apds envenenamento botropico
experimental, submetidos a diferentes tratamentos.

Tempo TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6
Grupo

I 4,02 10,07 11,43 16,86 8,92 5,05 3,93
(Aa) (Aa) (Aa) (Aa) (Aa) (Aa) (Aa)

11 4,13 35,25 60,00 56,18 35,30 2,36 2,93
(Aa) (Bb) (Cb) (Cb) (Bb) (Aa) (Aa)
111 5,02 11,31 50,11 51,53 45,75 2,69 4,89
(Aa) (Aa) (Bb) (Bb) (Bb) (Aa) (Aa)

Meédias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tempos dentro de cada grupo (p<0,05).
Meédias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os grupos para cada tempo (p<0,05).

Os TP e TTPA apresentaram-se
significativamente prolongados (p<0,05) a partir de T1
até T4 nos trés grupos (Tabelas 4 e 5). Os TP e TTPA
obtidos no momento controle (T0) em todos os grupos
foram superiores aos considerados normais (TP:6,4-7,4
segundos, TTPA:9-11 segundos) por Jain (1993), assim
como o observado por Takahira (1999), devendo-se
ressaltar a importancia do uso de valores de referéncia

proprios ou o uso de animais controle. A incoagulabilidade
observada nos TP e TTPA devem-se, provavelmente, as
fragdes do veneno botrdpico que promovem ativagido do
Fator X e da protrombina (MARKLAND, 1998),
demonstrando a agdo do veneno sobre outros fatores da
cascata de coagulac@o, que ndo o fibrinogénio. Apesar
da ativacdo desses fatores levar a geragdo de trombina
enddgena, o resultado final é o consumo do fibrinogénio.
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Tabela 4: Valores médios do tempo de protrombina — TP (segundos) de 12 cées, antes e apds envenenamento
botrdpico experimental, submetidos a diferentes tratamentos.

Tempo TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Grupo
I 11,35 95,00 96,91 120,00 95,19 14,68 15,38
(Aa) (Bab) (Ba) (Ba) (Ba) (Aa) (Aa)
11 12,41 120,00 120,00 120,00 120,00 15,09 13,18
(Aa) (Bb) (Ba) (Ba) (Ba) (Aa) (Aa)
11 14,08 72,62 120,00 120,00 120,00 36,24 16,56
(Aa) (Ba) (Ca) (Ca) (Ca) (Aa) (Aa)

Médias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tempos dentro de cada grupo (p<0,05).
Médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os grupos para cada tempo (p<0,05).

Tabela 5: Valores médios do tempo de tromboplastina parcial ativada- TTPA (segundos) de 12 cdes, antes e apos
envenenamento botropico experimental, submetidos a diferentes tratamentos.

Tempo TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Grupo

1 50,81 120,00 120,00 120,00 120,00 46,82 36,42
(Aa) (Ba) (Ba) (Ba) (Ba) (Aa) (Aa)
11 52,84 120,00 120,00 120,00 120,00 38,27 39,08
(Aa) (Ba) (Ba) (Ba) (Ba) (Aa) (Aa)
111 58,05 112,50 120,00 120,00 120,00 79,83 37,38
(Aa) (Da) (Da) (Da) (Da) (Cb) (Ba)

Médias seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tempos dentro de cada grupo (p<0,05).
Médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os grupos para cada tempo (p<0,05).

Segundo Pérez et al. (1997), os testes de
coagulacdo, como o TTPA e TP, demonstram boa
correlagdo com a severidade do envenenamento. Os
animais do grupo I apresentaram recuperacdo das
alteragdes hemorragicas apds a soroterapia, confirmando
ser esse o unico tratamento de eficacia comprovada, até
o momento, para as altera¢cdes sistémicas do
envenenamento botropico (VIANA, 1983; TAKAHIRA,
1999).

A flunixina meglumina ¢ um antiinflamatorio ndo
esteroide, derivada do acido nicotinico, utilizada pelas suas
propriedades analgésica, antiinflamatdria e antipirética.
Seu mecanismo de agdo consiste na prevengao da sintese
de prostaglandinas por inibigéo da ciclooxigenase durante
o periodo de irritagdo ou lesdo celular, tendo como
conseqiiéncia a inibi¢do dos eicosanoides envolvidos na
inflamagdo (ISAACS, 1996). E indicada por alguns
autores como medicagdo no envenenamento botrdpico
visando a inibigo das alteragdes locais provocadas pelo
veneno (edema e necrose), no entanto, ndo possui efeito
benéfico sobre os distirbios hemostaticos.

A Curcuma longa, popularmente conhecida
como agafréo, possui substidncias como a curcumina com
atividade antiinflamatoéria, antibidtica e antioxidante
(MORS et al, 2000) e o ar-turmerone, que age como um
inibidor das enzimas proteoliticas e hemorragicas do
veneno botropico (FERREIRA et al, 1992). E também
indicada para o restabeleciemnto das lesdes locais
provocadas pelo veneno botropico, porém ndo demonstrou
efeito satisfatdrio na reversdo do quadro hemostatico.

A coagulopatia observada em humanos e animais
envenenados por Bothrops pode ser explicada, entdo, pela
presenca de componentes que sdo capazes de coagular
o fibrinogénio diretamente ou ativar a protrombina e o
fator X na presenga de Ca™ e fosfolipides, independente
do fator V. Mecanismos tardios levam a geracdo de
trombina in vivo, assim, fatores V e VIII sdo também
consumidos, e trombocitopenia pode desenvolver-se
(KAMIGUTI et al., 1991a).
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CONCLUSOES

O veneno de Bothrops alternatus causa
alteracdes hemostaticas em cées, caracterizadas por
trombocitopenia, incoagulabilidade sangiiinea e queda dos
niveis de fibrinogénio. A administracdo do soro
antibotropico ¢ fundamental para a neutralizag@o destas
acdes do veneno e para impedir o agravamento dos sinais

SANTOS, M. M. B. et al.

sistémicos. O tratamento com extrato aquoso de Curcuma
longa nao influenciou os parametros avaliados quando
comparados com o tratamento com a flunixina meglumina,
porém, nao ¢ indicado o uso da flunixina meglumina como
tratamento complementar no envenenamento por
Bothrops alternatus em cées, pois os animais deste grupo
apresentaram os menores valores de fibrinogénio e os
maiores valores de tempo de coagulagdo.

ABSTRACT: The aim of this study was to determine the influence of treatments with specific antivenom,
flunixin meglumine and aqueous extract of Curcuma longa (10%) on hemostatic alterations observed on botropic
envenoming in dogs. Twelve adult dogs were inoculated in the middle third of the lateral side of thigh with 0.3mg/kg of
venom. The dogs were divided into three groups of four animals and the treatment was done two hours after venom
inoculation: Group I- specific antivenom diluted in saline (one dosage sufficient to neutralize the venom); Group II-
flunixin meglumine (1.1mg/kg, IM, once a day for five days); Group IlII- topical application of aqueous extract of
Curcuma longa (10%) (three times a day for five days). The results showed increase (p<0.05) of prothrombin time
and activated partial thromboplastin time on dogs of groups I, Il and III in relation to control moment; decrease of
fibrinogen on dogs of groups Il and III; decrease on platelet count on dogs of groups I and II and increase of
coagulation time on dogs of groups Il and IIl. The results show the importance of the treatment with especific
antivenom to neutralize the hemostatic alterations caused by botropic venom.

UNITERMS: Hemostasis, Bothrops, Dog.
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